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In der vorliegenden Arbeit werden, soweit sinnvollerweise möglich, Termini technici in der 
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1. Einleitung  
In einem mehrzelligen Organismus wird die Kommunikation zwischen den einzelnen 
Organen und Zellsystemen über eine Vielzahl von Mediatoren wie z.B. Hormone und 
Zytokine vermittelt. Im Gegensatz zu Hormonen, die in spezialisierten Organen als 
präformierte Moleküle gespeichert werden und ihre Wirkung nach Sezernierung im gesamten 
Organismus entfalten, werden Zytokine häufig nach auslösenden Noxen in allen Geweben 
von unterschiedlichen Zellen schnell synthetisiert und sezerniert. Diese Mediatoren, die 
bereits im pico- bis nanomolaren Bereich wirken, lassen sich weiter unterteilen in 
Wachstumsfaktoren, Chemokine, Interferone und Interleukine. Ihre Wirkung entfalten sie 
para- oder autokrin, seltener auch endokrin über spezifische Rezeptoren auf der Oberfläche 
der Zielzellen. Interleukine spielen eine zentrale Rolle bei der Immunantwort, insbesondere 
bei Entzündungsreaktionen (Induktion der Akutphase-Reaktion) und Autoimmunkrankheiten. 
Weitere Bedeutung haben sie bei der Hämatopoese, während der Embryogenese und im 
Rahmen der Apoptose. Die Wirkungsweise der Zytokine ist pleiotrop, d.h. ein und dasselbe 
Protein kann in unterschiedlichen Zelltypen unterschiedliche Reaktionen hervorrufen, aber 
auch redundant, d.h. unterschiedliche Zytokine können in demselben Zelltyp ähnliche 
Antworten hervorrufen [1] 
 
1.1  Interleukin-6-Typ Zytokine 
Als IL-6-Typ Zytokine werden die Zytokine bezeichnet, die zur Bildung eines 
Rezeptorkomplexes auf der Zellmembran führen an dem die signaltransduzierende 
Rezeptoruntereinheit gp130 beteiligt ist. Hierzu gehören IL-6, IL-11, leukemia inhibitory 
factor (LIF), Oncostatin M (OSM), ciliary neurotrophic factor (CNTF) und cardiotrophin-1 
(CT-1) [2]. Jüngstes Mitglied ist das vor kurzem klonierte cardiotrophin-like cytokine 
(CLC/NNT-1/BSF3), für dessen Sezernierung die Expression des cytokine-like factor-1 (CLF) 
[3] erforderlich ist (siehe Abb.1). 
Alle diese Zytokine bestehen aus 180-196 Aminosäuren. Sie besitzen eine vorhergesagte oder 
bereits nachgewiesene 4a-Helixbündel-Struktur und haben eine molekulare Masse zwischen 
25 kDa (IL-6) und 45kDa (LIF), abhängig von der Glykosylierung. Einige der Zytokine 
enthalten vier bis sechs Cysteine, die durch die Bildung von Disulfidbrücken für die 
Aufrechterhaltung der Struktur und der biologischen Aktivität wichtig sind. 
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Abb. 1: Schematische Darstellung der IL-6-Typ Zytokinrezeptor-Komplexe. IL-6 und IL-11 binden 
zunächst an ihre spezifischen ?a-?Rezeptoren (IL-6R, IL-11R). Der IL-6/IL-6R-Komplex bzw. der 
IL-11/IL-11R-Komplex signalisiert nachfolgend über ein gp130-Homodimer. CNTF, CT-1 und CLC/CLF 
binden erst an ihre   a-?Rezeptoren und heterodimerisieren dann gp130 und LIFR. LIF und OSM 
induzieren eine Heterodimerisierung von LIFR und gp130. OSM bindet außerdem an Komplexe aus 
gp130 und dem spezifischen OSMR. 
Nach allgemein akzeptierter Vorstellung beginnt die Aktivierung der zytoplasmatischen 
Signaltransduktion durch IL-6-Typ Zytokine mit der Liganden- induzierten Homo- oder 
Heterodimerisierung von signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten (gp130, LIFR und 
OSMR). Untersuchungen zeigten, dass dabei der Ligand zunächst an den spezifischen a-
Rezeptor bindet und es danach zur Rekrutierung der gemeinsamen Untereinheit gp130 und je 
nach Komplex einer weiteren signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheit kommt [4]. LIF 
bewirkt die Ausbildung eines gp130/LIFR-Heterodimers, OSM formt ein gp130/OSMR 
Heterodimer. Die zytoplasmatischen Teile der a-Rezeptoren IL-6R, IL-11R und CNTFR 
spielen für die Signaltransduktion keine Rolle [2]. 
 
1.2  Die physiologischen und pathologischen Wirkungen des IL-6  
Die Synthese von IL-6 konnte in vielen Geweben nachgewiesen werden. Dazu gehören Blut, 
Knorpel, Knochenmark, Haut, Lunge und das zentrale Nervensystem [2]. Erstmals 
beschrieben wurde IL-6 als ein von T-Zellen sezernierter Faktor, der die Differenzierung von 
B-Zellen zu Antikörper-produzierenden Plasmazellen induziert [5]. Neuere Untersuchungen 
zeigten jedoch, dass IL-6 vielmehr ein Wachstums- als ein Differenzierungsfaktor für B-
Zellen ist [6]. 
IL-6 spielt als Induktor der Genexpression von Akutphase-Proteinen in Hepatozyten eine 
wichtige Rolle, wobei die induzierten Akutphase-Proteine sowohl pro- als auch anti-
inflammatorisch wirken können [7, 8]. IL-6 stimuliert die Proliferation der glatten 
Gefäßmuskulatur durch Induktion der PDGF (Platelet Derived Growth Factor)-Produktion. 
Eine negative inotrope Wirkung durch IL-6 konnte auf Herzmuskelzellen gezeigt werden. 
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Auch ein Effekt auf die Plazenta ist nachgewiesen worden. Hier wird durch IL-6 die 
Sezernierung von Choriongonadotropin aus Trophoblasten induziert [9, 10]. 
Weiterhin wirkt IL-6 auf die Differenzierung und Proliferation von B- und T-Zellen, 
Megakaryozyten, Makrophagen, Osteoklasten, Keratinozyten, verschiedenen neuronalen 
Zellen und Mesangialzellen. IL-6 ist an der Auslösung von Fieber beteiligt, indem es die 
Prostaglandin-E2-Synthese induziert [8]. Auch bei verschiedenen pathogenen Prozessen 
kommt dem IL-6 eine wichtige Bedeutung zu. Dazu gehören die mesangiale proliferative 
Glomerulonephritis und rheumatoide Arthritis, das Karposi Sarkom, das Multiple Myelom, 
das Prostata-Karzinom, die Castleman Krankheit und die Osteoporose [9,11]. 
 
1.3  Die Rezeptoren der IL-6-Typ Zytokine 
Neben einer Reihe von Wachstumsfaktoren signalisieren die Interferone und der 
überwiegende Teil der Interleukine über Rezeptoren mit assoziierten Tyrosinkinasen. Diese 
Zytokinrezeptoren im engeren Sinne zeichnen sich durch viele strukturelle Gemeinsamkeiten 
aus. Da die vorliegende Arbeit sich ausschließlich mit Rezeptoren dieser Art beschäftigt, 
werden sie im folgenden als Zytokinrezeptoren bezeichnet. 
Die Bindung des Liganden erfolgt extrazellulär an bestimmte Domänen und wird über 
spezifische, nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen definierten Regionen des Liganden 
und entsprechenden Bereichen des Rezeptors vermittelt. Viele Rezeptoren dieser Gruppe 
weisen in der Extrazellulärregion mindestens ein Zytokinbindungsmodul (cytokine binding 
module, CBM) [12] auf, das von zwei je aus etwa 90 Aminosäuren bestehenden Fibronektin 
Typ III-ähnlichen (FNIII)-Domänen gebildet wird. FNIII-Domänen bestehen aus sieben 
antiparallelen b-Strängen (A bis G) [13], die sich zu zwei b-sheets, bestehend aus 3 bzw. 4  
b-Strängen, zusammenlagern. Charakteristisch für Zytokinbindungsmodule sind vier 
konservierte Cysteinreste in der amino-terminalen und ein WSXWS (W: Tryptophan,  
S: Serin, X: beliebig)-Motiv in der carboxy-terminalen FNIII-Domäne. Ausnahmen sind der 
Wachstumshormon- und der Prolaktinrezeptor, deren CBM ein WSXWS-ähnliches Motiv 
enthalten. Rezeptoren, die ein solches Modul aufweisen, werden als Klasse I-
Zytokinrezeptoren bezeichnet [4]. 
Die Interferonrezeptoren und die Rezeptoren für IL-10 und verwandte Zytokine enthalten 
dieses Modul nicht. Diese Klasse II- Zytokinrezeptoren enthalten dagegen ein zusätzliches 
konserviertes Motiv aus vier Cysteinresten [4]. 
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Die Familie der Klasse I-Zytokinrezeptoren kann in Abhängigkeit von den Dimerisierungs-
partnern der einzelnen Vertreter in vier weitere Subfamilien unterteilt werden. Die Rezeptoren 
der Growth-Hormone-Rezeptor-Subfamilie bilden Homodimere aus, während die Rezeptoren 
der IL-3R-Subfamilie Heteromere mit der common beta chain (bc), die der IL-2R-Subfamilie 
Heteromere mit IL-2Rg (common gamma chain, gc) und die der IL-6R-Subfamilie Heteromere 
mit gp130 ausbilden. 
Auch die Zytokine, die an diese Klasse I-Zytokinrezeptoren binden, sind trotz ihrer geringen 
Sequenzhomologie durch eine gemeinsame Tertiärstruktur gekennzeichnet [14]. Bei diesem 
cytokine fold handelt es sich um eine Anordnung von vier antiparallelen a-Helices in up-up-
down-down-Topologie, die durch ausgedehnte loops zwischen den Helices A und B sowie 
zwischen C und D miteinander verbunden sind. In Abhängigkeit von der Länge der a-Helices 
lässt sich diese Gruppe weiter unterteilen in short chain- und long chain-Zytokine [15]. Zu 
den short chain-Zytokinen gehören IL-2, IL-3 und Leptin, während es sich bei den IL-6-Typ-
Zytokinen sowie bei G-CSF und den Interferonen a und b  um long chain-Zytokine handelt.  
Klasse I GHR, PRLR, EpoR, GCSFR, Leptin, Mpl bilden Homodimere 
 IL-3R, GM-CSF-R, IL-5R bilden Heterooligomere mit bc 
 IL-2Ra,b , IL-4R, IL-7R, IL-9R, IL-15R bilden Heterooligomere mit gc 
 
 
IL-6R, IL-11R, LIF-R, OSM-Rb , CNTF-R 
bilden Heterooligomere mit gp130 
Klasse II IFN-aR, IFN-bR, TF-R, IL-10R bilden Homo- und Heterodimere 
Abb.2: Die Zytokinrezeptor-Superfamilie. Die Zytokin-Rezeptoren lassen sich nach strukturellen 
und funktionellen Eigenschaften in zwei Klassen einteilen. Die signaltransduzierenden Rezeptor-
komplexe der Klasse I sind entweder Homodimere aus identischen Rezeptorketten oder heteromere 
Komplexe aus Liganden-spezifischen a-Rezeptoren und den gemeinsam genutzten b-Rezeptor-
untereinheiten gp130 ?bc oder? gc R = Rezeptor; GH growth hormone, PRL Prolaktin, Epo Erythropoetin, 
G-CSF granulocyte colony-stimulating factor, Mpl myeloproliferative leukemia receptor, IL Interleukin, 
LIF leukemia inhibitory factor, OSM Oncostatin M, CNTF ciliary neurotrophic factor, GM-CSF 
granulocyte/macrophage colony-stimulating factor, IFN Interferon, TF tissue factor. 
Da Rezeptoren mit assoziierten Tyrosinkinasen erst nach Dimerisierung oder Oligomeri-
sierung aktiviert werden, sind die Liganden multivalent, d.h., sie können mehr als eine 
Interaktion gleichzeitig eingehen, auch mit unterschiedlichen Proteinen. Bei der Bindung von 
Zytokinen an Rezeptorkomplexe, die aus mehr als einer Proteinspezies aufgebaut sind 
(heteromere Komplexe), kann eine definierte Reihenfolge der Bindungsereignisse festgestellt 
werden. 
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Das Zytokin bindet zunächst mit niedriger Affinität an eine der beteiligten 
Rezeptoruntereinheiten, die nicht unbedingt an der zytoplasmatischen Signalweiterleitung 
beteiligt sein muss. Erst nach Bindung der zweiten signaltransduzierenden Rezeptor-
Untereinheit entsteht ein hochaffiner Komplex auf der Zellmembran. 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung des Domänen-Aufbaus der Rezeptoren, die an der Erkennung 
von IL-6- Typ-Zytokinen beteiligt sind. Die extrazellulären Domänen von gp130 sind entsprechend der 
Einteilung nach Hibi [16] wiedergegeben. Für die zytoplasmatischen Domänen der Proteine liegen 
noch keine Strukturdaten vor. Die a-Rezeptoren von IL-6, IL-11 und CNTF besitzen zwischen dem 
CBM und der Transmembran-Domäne eine strukturell nicht definierte Region (stalk-Region). Der 
CNTFR enthält keine Transmembran-Domäne und keinen zytoplasmatischen Bereich, sondern ist 
über eine Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Einheit in der Membran verankert [17]. 
 
IL-6R 
Der humane IL-6R (gp80, CD126) besteht aus 468 Aminosäuren [18]. Die Nutzung von drei 
der vier im Extrazellulärteil enthaltenen potentiellen N-Glykosylierungsstellen konnte 
nachgewiesen werden. Zusätzlich zu den Disulfidbrücken der CBM und der Ig-ähnlichen 
Domäne enthält der IL-6R eine Cysteinbrücke zwischen den beiden Membran-distalen 
Domänen, was möglicherweise zu einer Rückfaltung der Ig-ähnlichen Domäne auf die amino-
terminale CBM-Domäne führt [19]. 
gp130LIFROSMR
Ig-ähnliche Domäne
CBM aus zwei FNIII- Domänen
mit Cysteinen und WSXWS-Motiv 
FNIII-Domäne
IL-6R IL-11R CNTFR
stalk-Region
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Neben der Membran-ständigen Form existiert auch eine lösliche Form des Rezeptors, die 
entweder durch alternatives Spleißen der IL-6R-mRNA oder durch limitierte Proteolyse 
[shedding] des Membran-ständigen Rezeptors unmittelbar vor der Transmembran-Domäne 
entstehen kann [20-23]. Im Komplex mit IL-6 wirkt der lösliche IL-6R als Agonist, der auf 
responsive Zellen die IL-6-Aktivität erhöht und Zellen, die keinen Membran-ständigen IL-6R 
exprimieren, durch IL-6 stimulierbar macht [24]. Lösliche Formen des gp130 neutralisieren 
IL-6-sIL-6R Komplex, können jedoch auch antagonistisch wirken 
[25, 26]. Die Interaktion des IL-6R mit IL-6 erfolgt ausschließlich über die CBM des 
Rezeptors [27, 28]. 
 
gp130 
Die signaltransduzierende Rezeptorkette im IL-6R-Komplex ist gp130. Humanes gp130 
(CD130) besteht aus 896 Aminosäuren, von denen sich 597 im Extrazellulärteil, 22 in der 
Transmembran-Domäne und 277 im zytoplasmatischen Bereich befinden [16] (Abb. 4). Auf 
die amino-terminale Ig-ähnliche Domäne folgen im extrazellulären Bereich eine CBM und 
drei weitere FNIII-Domänen. Im Extrazellulärteil befinden sich 11 potentielle N-Glyko-
sylierungsstellen, von denen neun genutzt werden [19, 29]. 
 
Zusätzlich zu den acht Disulfid-verbrückten Cysteinen der Ig-ähnlichen Domäne und der 
ersten CBM-Domäne befinden sich jeweils ein Cystein in der Membran-distalen und der 
Membran-proximalen FNIII-Domäne sowie drei Cysteine in der mittleren FNIII-Domäne. 
box1
box2
LL
Y683
Y759
Y767
Y814
Y905
Y915
TM
CBM
(D2 und D3)
Ig-ähnliche Domäne
(D1)
FNIII-Domänen
(D4 – D6)
WSDWS
C
C
C
C
Abb. 4: Schematische Darstellung der 
signaltransduzierenden Rezeptor-Untereinheit 
gp130. Der Extrazellulärteil von gp130 besteht aus 
6 Domänen. An die amino-terminale Ig-ähnliche 
Domäne D1) schließt sich ein CBM aus zwei FNIII-
Domänen (D2 und D3) mit den charakteristischen 
Cysteinen und der WSDWS-Sequenz an. 
Membran-proximal befinden sich drei weitere FNIII-
Domänen. Im zytoplasmatischen Bereich im 
Anschluss an die Transmembrandomäne (TM) 
liegen die box1 und box2-Motive, mit denen die 
Januskinasen assoziieren, sechs Tyrosinreste (von 
denen fünf phosphoryliert werden können) und das 
für die Internalisierung des Rezeptors wichtige 
Dileucinmotiv 
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Von diesen drei Cysteinen sind die beiden ersten über eine Disulfidbrücke verknüpft, während 
das dritte ungebunden ist [29]. Durch Röntgenstrukturanalyse der CBM [30] konnte gezeigt 
werden, dass die beiden Domänen einen Winkel von nahezu 90° zueinander bilden. Bei der 
Formierung eines signaltransduzierenden Komplexes nach IL-6-Stimulation ist neben dem 
CBM auch die Ig-ähnliche Domäne des gp130 an Wechselwirkungen zum Ligand beteiligt 
[31].  
Im zytoplasmatischen Bereich findet man die Membran-proximalen box1 und box2-Motive, 
die für die Assoziation von Januskinasen notwendig sind. Der zytoplasmatische Teil des 
Rezeptors enthält sechs Tyrosinmotive. Für das Membran-proximale Tyrosin (Y683) wurde 
noch keine Funktion beschrieben. Nach Rezeptoraktivierung und Phosphorylierung bindet an 
das folgende Tyrosin (Y759) SHP2 [32] Wird die Aktivierung dieses Proteins verhindert, 
führt dies zu einer verstärkten und verlängerten Phosphorylierung von gp130, Jak und STAT  
[33]. Ebenfalls konnte für dieses Tyrosinmotiv die Interaktion mit SOCS3 nachgewiesen 
werden [34]. Die vier Membran-distalen Tyrosine dienen der Bindung der 
Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 [35-37] Auch andere Proteine können mit dem 
zytoplasmatischen Bereich von gp130 interagieren, darunter die Kinasen Fes[38], Btk, Tec 
[39] und Hck, Lyn, Fyn [40]. Ein Dileucin-Motiv im zytoplasmatischen Bereich (L786 L787) 
dient der Endozytose von gp130 über clathrin-coated-pits [41]. 
Die Bedeutung dieses Zytokinrezeptors wird durch Befunde verdeutlicht, die an gp130-knock-
out-Mäusen erhoben wurden. Da die Signaltransduktion aller Zytokine der IL-6-Typ-Familie 
in diesen Tieren inhibiert ist, sterben sie ab Tag 12,5 post coitum und weisen Abnormalitäten 
in der Hämatopoese und der Herzentwicklung auf [42]. 
 
1.4 Signaltransduktion durch Zytokinrezeptoren am Beispiel des IL-6-
 Rezeptors 
Der Jak-STAT-Signaltransduktionsweg 
Nach gegenwärtiger Vorstellung bindet IL-6 im ersten Schritt mit der site I an den IL-6Ra 
und rekrutiert über die sites II und III jeweils ein gp130, die signaltransduzierende 
Untereinheit des IL-6 Rezeptors [43, 44]. Diese Homodimerisierung führt zur Phosphory-
lierung und Aktivierung der assoziierten Jaks. Die Aktivierung der Jaks geschieht durch eine 
Auto- oder Transphosphorylierung [2]. Dabei kommt Jak1 eine essentielle Rolle in der gp130-
Signaltransduktion zu [45].  
Einleitung                                                                                                                                                         8 
Nachfolgend kommt es zu einer Phosphorylierung der zytoplasmatischen Tyrosine, an die die 
STAT-Faktoren 1 und 3 binden. Die STAT-Faktoren werden daraufhin ebenfalls durch die 
Jaks phosphoryliert, bilden Homo- oder Heterodimere und wandern in den Zellkern, wo sie 
spezifisch an Elemente in den enhancer Regionen bestimmter Zielgene binden und so deren 
Transkription regulieren [2] (Abb. 5). Die Aktivität der C-terminalen Transaktivierungs-
domäne der STATs wird zumindest zum Teil durch die Phosphorylierung des Serins 727 
reguliert [46]. Die hierfür verantwortliche Kinase ist vermutlich die PKCd [47]. 
Abb. 5: Zytokinrezeptor-induzierte Signaltransduktionswege am Beispiel des IL-6/IL-6R/gp130-
Komplexes. Nach gegenwärtiger Vorstellung führt die Liganden-induzierte Rezeptor-Oligomerisierung 
zur Aktivierung von Tyrosinkinasen der Janus-Familie, die konstitutiv mit den signaltransduzierenden 
Rezeptorketten (gp130) assoziiert sind. Nach Phosphorylierung des Rezeptors und Bindung von 
STAT-Faktoren werden diese ebenfalls phosphoryliert und translozieren nach Dimerisierung in den 
Zellkern. Dort binden sie an regulatorische Elemente im Promotorbereich von Zielgenen. Andere 
Proteine wie SHP2 fungieren nach Bindung des aktivierten Rezeptors als Adapter für die Proteine 
Grb-2 und SOS. Hierdurch wird die Ras/Raf/MAPK-Kaskade initiiert. Diese führt zur Phosphorylierung 
spezifischer Transkriptionsfaktoren, die die Expression Raf-induzierter Gene regulieren. 
Wie ebenfalls in der Abbildung zu erkennen, kann IL-6 auch die Signaltransduktion über den 
Ras-Raf-MAP-Kinase-Weg aktivieren. Hierbei wird über die Adapterptoteine SHP-2, SOS 
und Grb-2 das Membran-gebundene kleine G-Protein Ras in seine aktive Form überführt, und 
so die Signalkaskade gestartet. 
Neben der Jak/STAT- und Ras-Raf-MAP-Kaskaden vermag IL-6 weitere Signalmoleküle zu 
aktivieren. Hierzu gehören PLCg [48], sowie PI3K und PKB/Akt [49, 50]. 
Plasmamembran
Ras
Raf
MAPKK
MAPK
Grb-2/SOS
YPYPJak1, Jak2, Tyk2
IL-6/IL-6R/gp130-Komplex
Gentranskription
SHP-2
STAT1/3
P
P
Nukleus
Jak-STAT-Signalweg
MAP-Kinase-
Signalweg
YP P P
P
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1.5 Die Bedeutung der Dimerisierung für die Aktivierung von 
 Zytokinrezeptoren 
Mit Ausnahme der Insulinrezeptorfamilie liegen alle bekannten Rezeptortyrosinkinasen 
(RTK) als Monomere in der Zellmembran vor. Ligandenbindung induziert die 
Oligomerisierung dieser Rezeptoren. Im oligomeren Zustand sind die vorhandenen 
Tyrosinkinasedomänen in der richtigen Position für Auto- und Transphosphory-
lierungsvorgänge, welche die Signaltransduktion auslösen [51-53]. Der Insulinrezeptor (IR) 
ist ein Heterodimer, bestehend aus zwei a-b -Polypeptidkettenpaaren, die über eine 
Disulfidbrücke unabhängig vom Aktivierungszustand verbunden sind [54]. Insulinbindung an 
die extrazelluläre Domäne bewirkt eine Konformationsänderung mit nachfolgender 
Autophosphorylierung innerhalb der zytoplasmatischen Bereiche. 
Aktuelle biochemische Studien und Strukturanalysen demonstrieren, ebenso wie frühere 
Experimente mit monoklonalen Antikörpern, dass nur bestimmte dimere Formen der RTKs, 
mit definierten Konformationen der intra- und extrazellulären Domänen, zu den für die 
Signaltransduktion benötigten Phosphorylierungsvorgängen führen [52,53]. Ein von 
Schlessinger [55] aufgestelltes Modell hierzu ist in Abb. 6 wiedergegeben.  
In Abbildung 6A sind drei verschiedene Möglichkeiten der Aktivierung von monomeren 
Rezeptortyrosinkinasen dargestellt. In der oberen Darstellung liegen Rezeptormonomere 
(hellgrau) im Gleichgewicht mit ihren inaktiven präassozierten Dimeren auf der 
Zelloberfläche vor. Die Konformation der inaktiven Dimere lässt sich als stand by-Zustand 
betrachten, in welchem die für Auto- und Transphosphorylierungsvorgänge benötigten 
Rezeptordomänen schon in einen geeigneten Abstand zueinander gebracht sind. Dieser 
Zustand ist jedoch sehr fragil und erst eine Stabilisierung durch Ligandenbindung ermöglicht 
eine Signaltransduktion.  
Die allgemein akzeptierte Vorstellung über die ligandenabhängige Aktivierung von 
Rezeptortyrosinkinasen ist in der mittleren Abbildung dargestellt. Rezeptormonomere 
(hellgrau) werden durch Ligandenbindung in einen aktiven Konfo rmationszustand 
(dunkelgrau) überführt. Nach dieser Vorstellung ist allein der Ligand in der Lage die 
Rezeptorketten in einen passenden Abstand für Auto- und Transphosphorylierungsvorgänge 
und Stimulation der PTK-Aktivität zu bringen um so die Signaltransduktionskaskade zu 
starten. 
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Weiterhin ist aber auch eine ligandenunabhängige Aktivierung denkbar. Diese Vorstellung 
stützt sich auf die Erkenntnis, dass Autophosphorylierung von Rezeptortyrosinkinasen durch 
Hemmung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen, ebenso wie durch Rezeptorüberexpression, 
auch in Abwesenheit des Liganden auftreten kann [56]. Dieser Vorgang wird jedoch beim 
gp130 nicht beobachtet.  
P P
PP
PP PP
A Aktivierungsmodelle für monomere
Rezeptortyrosinkinasen
B Aktivierungsmodelle für dimere
Rezeptortyrosinkinasen
LigandInaktives
Rezeptor-
monomer
Disulfidbrücke
P
Durch Konformationsänderungen 
und Phosphorylierungsvorgänge
aktiviertes Rezeptormonomer
Plasmamembran
P P
A
bb. 6: Modelle für die Aktivierung von monomeren und dimeren Rezeptortyrosinkinasen. 
(A) Inaktive Rezeptormonomere (hellgrau) können sich auf der Zelloberfläche zu inaktiven Dimeren 
zusammen lagern. Dieser stand by-Zustand wird durch Ligandenbindung stabilisiert (aktives Dimer, 
dunkelgrau) und ermöglicht den Start der Signaltransduktion (oben). Eine Aktivierung wird in geringem 
Umfang jedoch auch in Ligandenabwesenheit beobachtet (Mitte). Nach allgemein akzeptierter 
Vorstellung (unten) bewirkt eine Ligandenbindung an inaktive Dimere eine Konformationsänderung 
der Rezeptorketten und startet über Auto- und Transphsophorylierungsvorgänge die 
Signaltransduktionskaskade. (B) Der Insulinrezeptor ist im inaktiven Zustand (hellgrau) ein Disulfid-
verbrücktes Dimer. Ligandenbindung bewirkt eine Konformationsänderung in den aktiven Zustand 
(dunkelgrau, Unten). Eine Konformationsänderung kann auch ligandenunabhängig auftreten (oben). 
Abbildung in Anlehnung an [55]. 
 
In Abbildung 6B wird der Aktivierungsmechanismus für dimere Rezeptortyrosinkinasen 
am Beispiel des Insulinrezeptors gezeigt. Der Insulinrezeptor liegt im inaktiven Zustand 
(hellgrau) als Disulfid-verbrücktes Dimer auf der Zelloberfläche vor, eine 
Konformationsänderung bewirkt eine Autophosphorylierung der zytoplasmatischen Bereiche 
und startet so die Signaltransduktion. Dieser aktive Zustand (dunkelgrau) wird durch 
Insulinbindung initiiert (unten), kann jedoch auch in wesentlich geringerem Umfang in 
Ligandenabwesenheit beobachtet werden (oben), dem Liganden kommt also wiederum eine 
Stalisierungsfunktion der Rezeptorketten zu. 
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Während heute davon ausgegangen werden kann, dass erst die Kombination aus 
Dimerisierung und spezifischer Konformation des Rezeptors ausreichend für seine 
Aktivierung ist, deuteten ältere Studie zunächst darauf hin, dass simples Zusammenbringen 
der Rezeptorketten in einen geringen Abstand zueinander schon eine Signaltransduktion 
auslöst. Über die Bedeutung der Dimerisierung für die Aktivierung des IL-6- Rezeptors ist 
bislang wenig bekannt [57-59]. 
Fest steht, dass im aktiven Zustand ebenfalls Dimere vorliegen; für den LIFR konnte gezeigt 
werden, dass sich das Heterodimer erst stimulationsabhängig ausbildet [60].Präformierte 
Heterodimere wurden bereits für den IL-1 und IL-2-Rezeptor [56, 61, 62] beschrieben. 
Für die ähnlich aufgebauten, jedoch weniger komplexen Rezeptoren des EPO und des GH 
liegen vielfältige Studien vor. Frühe Arbeiten zur Aktivierung des GHR mit bivalenten 
Antikörpern suggerierten, dass einfaches Zusammenbringen der Rezeptorketten bereits für 
eine Aktivierung ausreicht [63]. FDC-P1 Zellen wurden mit chimären Rezeptoren, bestehend 
aus dem zytoplasmatischen Teil des GHR und dem extrazellulären Teil des G-CSFR, 
transfiziert. Von den 14 getesteten Antikörpern konnten 8 den Rezeptor aktivieren [64]. 
Ähnliches konnte auch für den EPOR gezeigt werden [65]. Elliot et al. konnten nach 
Antikörperstimulation des EPOR eine Erhöhung der Thymidinaufnahme in EPO-abhängigen 
Zellen nachweisen. Ebenso wurden mit dem Virusprotein gp55 [66] und dem EPO-mimetic 
protein 1 (EMP1) [67] weitere Proteine entdeckt, die den EPOR aktivieren konnten. Ist die 
Dimerisierung also doch hinreichend und nicht nur notwendig? 
Eine nähere Betrachtung der erwähnten Studien widerlegt diese Annahme [68]. Von den 8 
Antikörpern, welche die GHR-G-CSFR-Chimäre aktivieren, ist keiner in der Lage den full 
length GHR zu aktivieren. Im Falle des EPOR konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung 
durch bivalente Antikörper, Epo-mimetic peptide 1 (EMP1) und ein EPO-Dimer wesentlich 
schwächer ist als durch natives EPO [69].Von den 96 von Elliot getesteten Antikörpern 
konnten zwar 4 eine Proliferation in den getesteten Zellen auslösen, jedoch nur eine r auch 
eine Differenzierung [70]. Für das virale gp55-Protein konnte nachgewiesen werden, dass es 
einen alternativen Signaltransduktionsweg anschaltet, der nach EPO-Stimulation nicht auftritt 
[70, 71]. 
In 1998 wurde die Bedeutung einer definierten Dimerisierungskonformation durch 
Röntgenstrukturanalyse des EPOR-Komplexes [72], und die Entdeckung des EMP33, eines 
weiteren EMP-Proteins, welches zwar zu einer Dimerisierung des EPOR, nicht jedoch zu 
seiner Aktivierung führt [73], unterstrichen.  
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Nicht nur die Dimerisierung selbst ist notwendig, sondern auch eine genügend lange Phase 
der Dimerisierung in einer bestimmten Konformation. EMP1 scheint in der Lage zu sein 
diesen Zustand herbeizuführen, wohingegen das sehr ähnliche EMP33 dieses nicht vermag 
[68].  
Diese von Ballinger und Wells 1998 aufgestellte Theorie wurde ein Jahr später durch den 
kristallographischen Nachweis von präformierten EPOR-Dimeren [74] und den Nachweis, 
dass erst die ligandeninduzierte Konformationsänderung zur Aktivierung führt [75], bestätigt. 
Das unstimulierte EPOR-Dimer verhindert durch seine Konformation eine JAK2 Aktivierung, 
erst ligandeninduziert gelangen die Jaks in einen Abstand zueinander der die 
Phosphorylierung ermöglicht. 
Eine interessante Variation des „Aktivierung durch Oligomerisation“-Themas der 
Zytokinrezeptorfamilie liefern die TNF-Rezeptoren. Die beiden Untereinheiten TNFR1/p60 
und TNFR2/p80 liegen als prä-assoziierte Homotrimere auf der Zelloberfläche vor. In 
monomeren Zustand sind sie nur zu finden, wenn die pre-ligand-binding assembly domain 
(PLAD) deletiert ist. [76]. 
Wo liegen nun die Vorteile einer Prädimerisierung verbunden mit einer notwendigen 
Konformationsänderung gegenüber einer simplen Dimerisierung zweier einzelner 
Rezeptoruntereinheiten? Besonders bei Liganden, die zuerst mit niedriger Affinität einen Teil 
des Rezeptorkomplexes binden und danach mit höherer Affinität weitere (bekannt sowohl für 
EPO als auch für IL-6), werden durch präformierte Rezeptordimere die Ereignis-
wahrscheinlichkeit, sowie die Geschwindigkeit der Komplexausbildung erhöht. Außerdem 
stellt die Insuffizienz einer simplen Dimerisierung für die Rezeptoraktivierung eine Art  
fail-safe Mechanismus dar. Zufällige Kollision zweier Rezeptormonomere auf der 
Zelloberfläche führt nicht zwangsläufig zur Aktivierung. So erscheint es durchaus plausibel, 
dass auch andere Zytokinrezeptoren als präformierte Dimere vorliegen.  
 
1.6  Das grün fluoreszierende Protein (GFP) und seine Varianten 
GFP wurde von Shimomura et al. [77] während der Isolierung der Luciferase (Aequorin) der 
lumineszierenden Qualle Aequoria victoria entdeckt. Sie beschrieben ein Protein, welches im 
Sonnenlicht schwach grünlich erscheint, aber im ultravioletten Licht intensiv fluoresziert. In 
vitro, emittiert Aequorin blaues Licht, aber Quallen emittieren grünes Licht, was auf einen 
Resonanz Energie Transfer von Aequorin auf GFP in vivo hinweist.  
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Warum Quallen GFP nutzen um grünes Licht zu emittieren, bzw. welchen Vorteil sie daraus 
ziehen ist bis heute ungeklärt.  
Der Durchbruch in der GFP-Forschung kam mit der Klonierung des Gens [78] und vor allem 
der anschließenden Demonstration dass die Expression des Gens in anderen Organismen als 
der Qualle ebenfalls zur Fluoreszenz führt [79, 80]. Das Gen enthält also alle Informationen, 
die für die posttranslationale Synthese der Chromophore nötig sind, zusätzliche Enzyme oder 
Kofaktoren der Qualle werden nicht benötigt.  
Die Struktur des GFP wurde 1996 aufgeklärt [81], es handelt sich um ein barrel aus 11  
b-Faltblättern, in das eine a-Helix hineinragt. Das Chromophor, welches mit der a-Helix 
verbunden ist, liegt so vollkommen abgeschirmt im Inneren des b-barrels. 
Das Protein besteht aus 239 Aminosäuren, wovon die AS 65-67, Serin-Tyrosin-Glycin, das 
Chromophor (ein p-Hydroxybenzylidenimidazolin) formen. Durch Austausch von 
Aminosäuren innerhalb dieser Region wurden die yellow und cyan-Varianten generiert. So 
führt z.B. der Austausch S65G, V68L, S72A und T203Y zu dem weit verbreiteten enhanced 
yellow fluorescent protein mit einer maximalen Anregung bei der Wellenlänge 514 nm und 
einem Emissionspeak von 527 nm, Einbringen eines Indolrings über die Aminosäure 
Tryptophan an Position 66 in das Chromophor führt zum CFP [82]. 
 
Abb. 7: Struktur des Grün Fluoreszierenden Proteins (GFP) Links eine schematische Ansicht des 
Proteins; es handelt sich um ein barrel aus 11 b-Faltblättern (mittelgrau), in das eine a-Helix hineinragt  
(dunkelgrau). Das Chromophor, welches mit der a-Helix verbunden ist, liegt so vollkommen 
abgeschirmt im Inneren des b-barrels. Rechts ist die Aufsicht von oben zu sehen, die barrel-Struktur 
(schwarz) schützt das innenliegende Chromophor (grau) [83]. 
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Die Anwendungsmöglichkeiten für das GFP und seine Varianten in der Molekularbiologie 
sind vielseitig, besonders interessant ist für die vorliegende Arbeit die Möglichkeit, Protein-
Protein-Wechselwirkungen mit Hilfe des FRET zu untersuchen [84]. 
 
1.7  Der Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)  
Der FRET-Effekt beruht auf einer strahlungslosen Energieübertragung zwischen zwei 
Fluorophoren, vermittelt durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen. Das energieabgebende 
Molekül wird als Donor, das energieaufnehmende als Akzeptor bezeichnet. Eine Bedingung 
für die Möglichkeit des Auftretens eines FRET ist das Vorhandensein geeigneter Fluorophore. 
Das Fluoreszenzemissionsspektrum des Donors muss mit dem Anregungsspektrums des 
Akzeptors zumindestens teilweise überlappen. 
Abb. 8: Der Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) (A) Es liegt kein FRET vor, nur der 
Donor wird angeregt und sein Emissionslicht ist messbar. (B) Es liegt FRET vor, der Donor gibt einen 
Teil seiner Energie an den Akzeptor ab. Dies äußert sich in einer Abschwächung der 
Emissionsintensität des Donors und in einer nun auftretenden Emission des Akzeptors, obwohl dieser 
nicht mit Licht einer Wellenlänge seines Anregungsspektrums bestrahlt worden ist. 
 
Ist diese Bedingung erfüllt, so ist der räumliche Abstand der beiden FRET-Partner 
entscheidend. Der Mindestabstand ist von der verwendeten Donor-Akzeptorkombination 
abhängig, die Effektivität des FRET-Effekts steigt mit abnehmendem Abstand an. Bei der 
verwendeten Kombination aus eCFP und eYFP beginnt der FRET bei einem Abstand von ca. 
10-12 nm. Letzlich ist auch die räumliche Orientierung der FRET-Partner zueinander von 
entscheidender Bedeutung für das Zustandekommen eines Energietransfers [85]. Im 
ungünstigsten Fall, kann auch bei hinreichend geringem Abstand der Moleküle eine 
Energieübertragung vom Donor zum Akzeptor verhindert sein.  
A 
Donor Akzeptor 
h x v 
Fluoreszenz 
Donor  /Akzeptor 
Fluoreszenz 
h x v 
FRET B
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Sind die Anregungsspektren der beteiligten Moleküle ausreichend voneinander getrennt und 
regt man nur den Donor mit Licht eines geeigneten Wellenlängenbereichs und ausreichender 
Intensität an, so zeigt sich der FRET-Effekt an den Fluoreszenzintensitäten wie in Abb. 8 
dargestellt. 
1.8 Ziel der Arbeit 
Die Signaltransduktion der IL-6 Typ Zytokine erfolgt über verschiedene Rezeptorkomplexe 
auf der Zelloberfläche. Allen gemeinsam ist die signaltransduzierende Untereinheit gp130. 
Kürzlich konnte durch Coimmunpräzipitationen gezeigt werden, dass der Komplex aus gp130 
und LIFR erst nach LIF-Stimulation gebildet wird [60]. Aussagen über die Verhältnisse beim 
gp130-Homodimer konnten bisher noch nicht getroffen werden. Die höchstwahrscheinlich 
niedrig-affinen Wechselwirkungen, welche solche Assoziationen begründen könnten, sind 
durch herkömmliche Untersuchungsmethoden schwer zu erfassen. 
Die Methode der Messung des Fluoreszenz-Energietransfers (FRET) von Fusionsproteinen 
des gp130 und Varianten des GFP mit Hilfe des Fluorospektrophotometers und der 
konfokalen Laser-scanning Mikroskopie stellt eine Möglichkeit dar, Protein-Protein-
Interaktionen in intakten und lebenden Zellen zu visualisieren. Der Etablierung dieser 
Methode im Arbeitskreis gilt die vorliegende Arbeit. 
Mit Hilfe klassischer biochemischer Methoden wird die Fähigkeit fluoreszierender 
Rezeptoren zur Signaltransduktion untersucht. Hierzu wurden Untersuchungen zur 
Assoziation und Aktivierung von Janus Kinasen durchgeführt. Ebenfalls wurden mit diesen 
Konstrukten Coimmunpräzipitationsstudien zur Untersuchung der Präassoziation des gp130-
Homodimers durchgeführt. 
Eine Grundvoraussetzung für die Arbeit mit fluoreszierenden Proteinen ist deren genaue 
Charakterisierung. Hierzu wurden die nicht rezeptorgebundenen GFP-Varianten 
spektrofluorometrisch analysiert und in Bezug auf verschiedene Umgebungparameter, wie 
z.B. pH-Wert untersucht. 
Die vorliegenden Untersuchungen sind die Basis für weitere Studien zur 
Rezeptordimerisierung mit Hilfe der konfokalen Laser-scanning Mikroskopie, an deren 
Etablierung im Arbeitskreis ebenfalls gearbeitet wird. Im Hinblick auf die mikroskopische 
Arbeit wurde eine Positivkontrolle für den FRET von membranständigen Rezeptoren 
entwickelt. Dazu wurde ein gp130 mit den FRET-Partnern CFP und YFP fusioniert. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Chemikalien, Enzyme und Lösungen 
Die verwendeten Chemikalien wurden in pro analysis Qualität eingesetzt. Alle wässrigen 
Lösungen wurden mit Millipore-Wasser hergestellt. Soweit nicht anders angegeben, wurden 
Enzyme der Firmen Boehringer (Mannheim) und AGS (Heidelberg) verwendet. Sonstige 
Chemikalien und Fertiglösungen wurden von den Firmen BioRad (München), Biozym (Hess. 
Oldendorf), Fluka (Neu-Ulm), Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), New England 
Biolabs (Schwalbach), Pharmacia (Freiburg), Quiagen (Hilden), Serva (Heidelberg), und 
Sigma (Deisenhofen) in p.a. Qualität bezogen. 
Es wurden Verbrauchsmaterialien der Firmen DuPont (Dreieich), Eppendorf (Hamburg), 
Millipore (Eschborn), Sartorius (Göttingen), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) 
verwendet.  
 
2.2 IL-6 und löslicher IL-6Rezeptor 
IL-6  rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et al.        
[86] hergestellt und freundlicherweise von A. Küster und B. Scherag (Institut 
für Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt; die spezifische 
Aktivität betrug 2 x 106 BSF2 (B-cell stimulatory factor 2) U/mg. 
sIL-6R  die lösliche Form des IL-6R wurde rekombinant im Baculovirus-
Expressionssystem hergestellt [87] und freundlicherweise von A. Küster und 
W. Frisch (Institut für Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt 
 
2.3 Antikörper 
· R-Phycoerythrin-  Ziege-anti-Maus-IgG, (Fab´)2-Fragmente, R-Phycoerythrin-
konjugierter anti-  konjugiert (Dianova, Hamburg)  
Maus-IgG Antikörper 
· HRP-konjugierter  Ziege-anti-Maus-Immunglobuline, hauptsächlich gegen IgG aus  
anti Maus- Mäuseserum, Meerrettich-Peroxidase-konjugiert (DAKO,  
IgG Antikörper  Glostrup, Dänemark) 
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· HRP-konjugierter  Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobuline, hauptsächlich gegen  
anti Kaninchen-  IgG aus Kaninchenserum, Meerrettich-Peroxidase-konjugiert 
Antikörper  (DAKO, Glostrup, Dänemark) 
· HR785   polyklonaler Maus-Antikörper spezifisch gegen Janus Kinase 1 
    (Santa Cruz, USA) 
· PY 99   monoklonaler Maus-Antikörper spezifisch gegen Tyrosin- 
    phosphorylierte Proteine (Santa Cruz, USA) 
· Anti-GFP-Antikörper polyklonaler Ziege-Antikörper, spezifisch gegen die barrel 
    struktur des green fluorescent protein (Rockland, USA). Der 
    Antikörper erkennt auch die cyan (CFP)und yellow (YFP)  
    Varianten des Proteins, da hier die barrel Struktur nicht  
    verändert ist. 
· B-P8   monoklonaler Antikörper gegen die dritte Domäne des gp130, 
    eingesetzt bei der Durchflusszytometrie [88]; freundlicherweise 
    zur Verfügung gestellt von Dr. J. Wijdenes (Diaclone,  
    Besancon, Frankreich). 
· B-P4   monoklonaler Antikörper gegen die vierte Domäne des gp130, 
    eingesetzt beim Westernblot [87, 89]; freundlicherweise zur 
    Verfügung gestellt von Dr. J. Wijdenes (Diaclone, Besancon, 
    Frankreich) 
 
2.4 Plasmide 
pSVL  eukaryotischer Expressionsvektor, enthält den Promoter des SV40-Virus, 
  AmpicillinR (Pharmacia, Freiburg) 
pE  eukaryotischer Expressionsvektor, AmpicillinR (Fa. Clontech) 
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2.4.1 Verwendete Rezeptorkonstrukte und lösliche GFP-Varianten 
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Abb. 9: Schematische Darstellung der verwendeten Rezeptorkonstrukte. 
(A) pSVL-gp130: pSVL-Vektor mit der cDNA des humanen gp130; zur Verfügung gestellt 
von Dr. T. Taga und Dr. T. Kishimoto (Osaka, Japan) 
(B) pSVL-gp130g: pSVL-Vektor mit der cDNA für ein nach box1 und box2 zytoplasmatisch 
deletiertes humanes gp130; am C-Terminus ist das STAT1 aktivierende YDKPH-Motiv des 
Interferon-g-Rezeptors fusioniert [90] 
(C) pSVLgp130-ETC-CFP: pSVL-Vektoren mit der cDNA für humanes gp130; am 
C-Terminus ist das Protein mit CFP fusioniert.(A. Küster, I. Tacken) 
(D) pSVLgp130-ETC-YFP: pSVL-Vektoren mit der cDNA für humanes gp130; am 
C-Terminus ist das Protein mit YFP fusioniert.(A. Küster, I. Tacken) 
(E) pSVLgp130-ET-CFP: pSVL-Vektoren mit der cDNA für nach box1 zytoplasmatisch 
deletiertes humanes gp130; am C-Terminus ist das Protein mit CFP fusioniert.(A. Küster, 
I. Tacken) 
(F) pSVLgp130-ET-YFP: pSVL-Vektoren mit der cDNA für nach box1 zytoplasmatisch 
deletiertes humanes gp130; am C-Terminus ist das Protein mit YFP fusioniert. (A. Küster, 
I. Tacken) 
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(G) pSVLgp130ET-CYFP: pSVL-Vektor mit der cDNA für nach box1 zytoplasmatisch 
deletiertes humanes gp130, am C-Terminus ist das Protein mit dem Fusionsprotein aus CFP 
und YFP (verbunden über einen Linker aus 25 Aminosäuren) fusioniert (A. Küster,  
S. Wortmann, siehe 2.4.2). 
(H) pCFP: pE-Vektor mit der cDNA für die lösliche cyan Variante des GFP-Proteins der 
Qualle Aequoria victoria (Clontech) 
(I) pYFP: pE-Vektor mit der cDNA für die lösliche yellow Variante des GFP-Proteins der 
Qualle Aequoria victoria (Clontech) 
(K) pCYFP: pE-Vektor mit der cDNA für das Fusionsprotein aus CFP und YFP (verbunden 
über einen Linker aus 25 Aminosäuren), zur Verfügung gestellt von Dr. H. Sitte (Wien, 
Österreich) 
 
2.4.2 Konstruktion der  rezeptorgebundenen FRET-Positivkontrolle: gp130-ET-CYFP 
Der Vektor peCYFP enthält die cDNA für das über einen Linker aus 25 Aminosäuren 
verbundene Fusionsprotein aus eCFP und eYFP. Unter Einsatz der Primer BamHI sense und 
BstEII antisense wurde die 1564 bp lange cDNA in einem PCR-Ansatz amplifiziert. Das 
PCR-Produkt wurde nach Auftrennung in einem Agarose-Gel isoliert und in den 
pCR2.1TOPO-Vektor (Invitrogen, Leek, Niederlande) kloniert. Entsprechende Bakterien 
wurden mit dem pCR2.1TOPO-Vektor transformiert und die Plasmid-DNA isoliert. Das 
Fragment wurde über einen vollständigen Verdau mit BstEII und einen partiellen Verdau mit 
BamHI (aufgrund einer zusätzlichen BamHI-Schnittstelle innerhalb der DNA des 
Fusionsproteins) aus dem TOPO-Vektor herausgeschnitten. 
Der Vektor pSVLgp130 enthält die cDNA für das humane gp130. Über eine Restriktion mit 
den Restriktionsenzymen BamHI und BsteII wurde der Vektor unter Entfernung der DNA, die 
für den C-terminalen zytoplasmatischen Rezeptoranteil kodiert, geöffnet. Um die 
Religationsrate des Vektors zu verringern, wurde der Vektor dephosphoryliert und 
anschließend mit dem CFP-YFP-Fragment ligiert. 
Die erfolgreiche Klonierung wurde nach Amplifikation der Plasmide in E.coli und der 
Plasmid-DNA-Isolierung mittels Sequenzierung überprüft. 
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2.5 Kultivierung von COS7-Zellen 
Eukaryontische Zellen wurden in DMEM kultiviert, welches mit 10 % FKS, 60 mg 
Penicillin/l und 100 mg Streptomycin/l versetzt war. Die Inkubation der Zellen wurde bei 
37°C in wassergesättigter Atmosphäre bei 5 % CO2 durchgeführt. Die Ablösung der adhärent 
wachsenden Zellen von den Kulturschalen zwecks Subkultivierung wurde nach dem Waschen 
mit PBS durch die Verwendung von Trypsin/EDTA-Lösung erreicht. Eine Langzeitlagerung 
eukaryotischer Zellen erfolgte in Kulturmedium nach Zusatz von 10 % DMSO bei –196°C in 
flüssigem Stickstoff. 
COS-7 adhärent wachsende Affennierenzellen, zur Verfügung gestellt von Dr. I. Kerr 
(London, Großbritannien) 
DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g/l Glukose  (Life Technologies, Karlsruhe) 
FKS, mycoplasmenfreies fötales Kälberserum  (Seromed, Berlin) 
Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml)  (Cytogen, Ober-Mörlen) 
Trypsin (0,05 %)/EDTA (0,02 %)-Lösung  (Cytogen, Ober-Mörlen) 
 
PBS:  200 mM NaCl 
   2,5 mM KCl 
   8,0 mM Na2HPO4 
   1,5 mM KH2PO4 
 
2.6 Prokaryontische Zellen und deren Kultivierung 
2.6.1 Verwendete Stämme und deren Kultivierung 
Die E.coli-Stämme XL1Blue und JM83 wurden zur Transformation mit rekombinanten 
Plasmiden eingesetzt. 
Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin. Die 
Stammhaltung in Form einer Gefrierkultur bei -80°C in LB-Medium mit 20% Glycerol (Roth, 
Karlsruhe). 
Zur Selektion transformierter Klone wurden die Bakterien auf LB-Platten mit 100 µg/ml 
Ampicillin (Sigma, Taufkirchen) ausgestrichen. Die Herstellung der LB-Platten erfolgte durch 
Zugabe von 2% Bacto-Agar (Life Technologies, Karlsruhe ). 
LB-Medium  10 g/l Bactotrypton (Difco)  
     5 g/l Hefeextrakt (Difco)  
     5 g/l NaCl 
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2.6.2 Herstellung kompetenter Bakterien 
500 ml LB-Medium wurden mit 5 ml Vorkultur angeimpft, sodass die OD600 der Lösung 
0,03 - 0,1 betrug. Bei einer optischen Dichte von 0,3 bis 0,6 ließ man die Kultur auf 4°C 
abkühlen. In einem 50 ml-Falcon-Gefäß wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 2000 g 
für 10 min sedimentiert. Die Bakterien wurden in 4 - 5 ml eiskaltem TSB-Puffer resuspendiert 
und 10 min bei 4°C inkubiert. Die Suspension wurde aliquotiert, in flüssigem Stickstoff 
eingefroren und anschließend bei -80°C gelagert. Die so behandelten Zellen konnten über 
mehrere Monate für die Transformation verwendet werden. 
TSB-Puffer: LB-Medium (2.6.1)  
 + 10 % PEG 
 + 5 % DMSO 
 + 10 mM MgSO4 
 + 10 mM MgCl2 
 
2.6.3 Transformation kompetenter Bakterien 
Zur Transformation von Bakterien [91] wurden 1 ng DNA bzw. 10 µl des Ligationsansatzes 
mit 100 µl auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß 
gemischt und 20 min auf Eis gestellt. Danach erfolgte eine Inkubation der Zellen für 90 s bei 
42°C mit einer anschließenden zweiminütigen Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 500 µl 
LB-Medium wurden die Zellen zur Expression des Resistenzgens 30 min bei 37°C inkubiert 
und auf LB-Platten mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert. Die Agarplatten wurden über 
Nacht bei 37°C inkubiert, und nachfolgend wurden die Bakterienkolonien nach DNA-
Präparation und DNA-Restriktion weiter analysiert. 
 
2.7 Präparation und Analyse von Plasmid-DNA 
2.7.1 Isolierung von Plasmid-DNA 
Die Präparation von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab diente der schnellen Charakteri-
sierung rekombinanter Plasmide. Die Gewinnung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des 
QIAprep Spin-Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die 
Überprüfung der DNA erfolgte durch Restriktionsenzym-Verdau mit anschließender Agarose-
Gelelektrophorese. Von den geeigneten Klonen wurde eine Gefrierkultur angelegt. 
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Zur Plasmidpräparation in präparativem Maßstab (50 - 500 µg) wurden Übernachtkulturen 
von 50 - 500 ml mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi bzw. Midi Kits (Qiagen, Hilden) nach 
Herstelleranleitung aufgearbeitet. Die DNA wurde in sterilem Wasser (Qualität: Millipore, 
Millipore, Eschborn) aufgenommen. 
Zur Bestimmung der Quantität und Qualität der Plasmid-DNA wurde im Anschluss an die 
Präparation eine photometrische Messung durchgeführt. 
 
2.7.2 Quantitative Nukleinsäurebestimmung 
Die Konzentrationsabschätzung von Nukleinsäuren erfolgte photometrisch [91]. Zur Messung 
wurde die DNA-Lösung 1:400 oder 1:200 verdünnt und die Extinktion bei 260 nm und 
280 nm in einer 1 ml Quarzküvette in einem UV-Spektrometer (Pharmacia, Freiburg) 
gemessen. Eine Extinktion E260 von 1,0 entspricht einer Konzentration von 50 µg/ml  
ds-DNA. Mit Hilfe des Quotienten E260/E280 konnten Aussagen über die Reinheit der DNA-
Lösung getroffen werden. Der Wert sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.  
Zur Konzentrationsabschätzung geringerer Mengen DNA (< 0,5 µg) wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgeführt und die DNA-Menge aufgrund ihrer Leuchtintensität und der 
Dicke der Bande im Vergleich zu einem definierten Marker im UV-Licht abgeschätzt. 
 
2.7.3 Phenol/Chloroform-Fällung 
Proteine, wie z.B. Restriktionsenzyme, wurden aus DNA-Lösungen durch Zugabe des 
gleichen Volumens Phenol/Chloroform-Lösung (1:1) durch Denaturierung ausgefällt [91]. 
Nach 1 min Zentrifugation bei 13000 rpm wurden Reste des Phenols aus der oberen 
wässrigen Phase durch eine zusätzliche Chloroformextraktion (1 Volumen) entfernt.  
 
2.7.4 DNA-Fällung 
DNA aus einer wässrigen Lösung wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen einer 3 M 
Natriumacetatlösung (pH 5,2) und 2 Volumen 100%-igem Ethanol nach 30-minütiger 
Inkubation auf Eis gefällt [91]. 
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2.7.5 DNA-Restriktion 
Die enzymatische Restriktion von DNA erfolgte nach Standardvorschriften [91], wobei die 
Empfehlungen der Enzymhersteller berücksichtigt wurden. Zur Analyse von Plasmid-DNA 
durch Restriktionsschnitte wurden 0,5 - 1 µg DNA pro Restriktion eingesetzt. Zu präparativen 
Zwecken wurden 1 - 5 µg DNA geschnitten.  
Bei einer DNA-Restriktion mit zwei Enzymen wurden, sofern dies die Reaktionsbedingungen 
für die gewählten Enzyme zuließen, beide Endonukleasen gleichzeitig eingesetzt. Erwiesen 
sich die Puffersysteme als unverträglich, wurde nach der ersten Restriktion eine Phenol-
Chloroform-Extraktion mit nachfolgender DNA-Fällung durchgeführt. Im Anschluss daran 
wurde mit dem zweiten Restriktionsenzym geschnitten. 
 
2.7.6 Dephosphorylierung linearisierter DNA 
Um die Religation eines linearisierten Plasmids möglichst zu vermeiden und folglich die 
Insertion einer Fremd-DNA zu unterstützen, wurde nach Linearisierung die endständige  
5'-Phosphatgruppe der Vektoren enzymatisch abgespalten. 100-200 ng DNA wurden mit 1 U 
alkalischer Phosphatase 30 min bei 37°C inkubiert. Die Abtrennung des Enzyms erfolgte 
anschließend über Phenol/Chloroformbehandlung und Agarosegelelektrophorese. 
 
2.7.7 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 
DNA-Fragmentgemische wurden nach Zusatz von 1/10 Volumen 10x-DNA-Probenpuffer in 
einem elektrischen Feld von 5 V/cm in einem 1% TAE-Agarose-Gel aufgetrennt  [91]. Die 
Sichtbarmachung erfolgte unter UV-Licht in Gegenwart von Ethidiumbromid (0,6 µg/ml). Als 
Größenmarker wurde die 1 Kb DNA Extension Ladder (Life Technologies, Karlsruhe) 
benutzt. 
10x-DNA-Probenpuffer:  TAE-Puffer: Agarose-Gel: 
0,4 % Xylencyanol  0,04 M Tris-Base TAE-Puffer mit 1% Seakem Agarose 
0,4 % Bromphenolblau 0,02 M Essigsäure (FMC, Rockland, ME, USA) 
25  % Ficoll    1 mM EDTA 
 
2.7.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die Isolation von DNA-Fragmenten nach gelelektrophoretischer Auftrennung in Agarose-
Gelen erfolgte nach den Angaben des Herstellers unter Verwendung des QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen, Hilden).  
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2.7.9 DNA-Ligation 
Zur Ligation [91] wurden linearisierter Vektor und einzufügende DNA im Verhältnis 1:2, 1:4 
oder 1:10 in Endkonzentrationen von 0,5-5 ng/µl eingesetzt. Die restlichen Komponenten 
wurden nach Herstellerangaben (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) zugegeben. Die 
Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte über Nacht bei 14°C. 10 µl des Ansatzes wurden 
jeweils für eine Transformation von E. coli eingesetzt. 
2.7.10 Automatisches Sequenzieren von DNA 
Das Prinzip des automatischen Sequenzierens beruht auf der Anregung und Detektion 
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide, die in einer vorgeschalteten PCR die  
DNA-Stränge terminieren und gleichzeitig markieren. Die Auftrennung und Detektion der 
fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente erfolgte mit einem ABIprism Modell 310 
Sequenzierer (PE Biosystems, Weiterstadt). Zur Präparation der DNA-Proben wurde das 
ABIprism Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (PE Biosystems, 
Weiterstadt) verwendet. Dazu wurden alle benötigten Lösungen mit LiChrosolv Wasser 
(Merck, Darmstadt) angesetzt. 
PCR-Ansatz:  4,0 µl Terminator Ready Reaction Mix 
   0,6 - 1,2 µg doppelsträngige DNA 
   3 - 10 pmol Oligonukleotid 
   ad 20 µl H2O  
 
Die DNA wurde in 25 Reaktionszyklen in einem Thermocycler amplifiziert. Ein 
Reaktionszyklus bestand aus der Denaturierung der DNA (96°C, 20 s), der Hybridisierung der 
Oligonukleotide an die homologe Zielsequenz (20 s) bei einer Temperatur, die 2°C unter dem 
errechneten Schmelzpunkt lag, und der DNA-Elongation, bei der die Verlängerung des freien 
3´-OH-Endes der Oligonukleotide durch die AmpliTaq Polymerase erfolgte (4 min, 60°C). 
Zur Errechnung des Schmelzpunktes der an die DNA zu hybridisierenden Oligonukleotide 
wurden je GC-Paar 4°C und AT-Paar 2°C eingesetzt. 
Nach der Amplifikation wurde die DNA gefällt, indem man der Lösung 80 µl Wasser, 10 µl 
3 M Na-Acetat (pH 5,2) und 200 µl 100 %-iges Ethanol zusetzte. Das DNA-Präzipitat wurde 
mit kaltem, 70 %-igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in Template Suppression Reagent 
(PE Biosystems, Weiterstadt) aufgenommen. Die Proben wurden 2 min bei 90°C denaturiert. 
Die Auftrennung und Detektion der DNA-Fragmente erfolgte mittels Kapillarelektrophorese 
in einem ABIprism 310 Sequenzierer. 
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2.8 Transiente Transfektion von COS7-Zellen mit FuGene  
Die Transfektion mit FuGene® erfolgte nach Angaben des Herstellers mit einem Verhältnis 
von DNA zu FuGene®-Reagenz von 2:3. Zur Transfektion der Zellen einer 50-80 % 
konfluenten Zellkulturschale (Durchmesser: 10 cm) wurden insgesamt 4 µg DNA verwendet. 
Die Zellen wurden bis zum nächsten Tag in DMEM 10 % FKS inkubiert und dann auf zwei 
10 cm-Kulturschalen (und falls erforderlich eine 6 cm-Schale für die FACS-Analyse) 
ausgesät. Nach weiteren 24 h Stunden erfolgten die entsprechenden Versuche. 
2.9 Stimulation von COS7-Zellen 
Als Stimulationsmedium wird ein Mix aus DMEM-Medium mit 50 ng/ml IL-6 und 1 mg/ml 
gp80 (löslicher IL-6 Rezeptor) frisch hergestellt. Für die Stimulation der Zellen einer großen 
Zellkulturschale (Durchmesser 10cm) wird zuerst das Zellkulturmedium abgesaugt, danach 
werden die Zellen mit 3 ml Stimulationsmedium für 15 min im Brutschrank inkubiert. 
 
2.10 Nachweis von transfizierten und endogenen Proteinen 
2.10.1 Durchflusszytometrie 
Für die Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) wurden pro Ansatz 5 x 105 bis 1 x 106 Zellen 
eingesetzt. Die zu untersuchenden adhärenten Zellen wurden geerntet, indem sie mit PBS/10 
mM EDTA von der Platte gespült wurden. Die Zellen wurden abzentrifugiert und einmal mit 
kaltem PBS/5 % FKS gewaschen, in 100 µl PBS/5% FKS mit 1 µg des gp130-spezifischen 
Antikörpers BP-8 für 20 min auf Eis inkubiert und anschließend mit PBS/5% FKS 
gewaschen. Zur Detektion der an die Zellen gebundenen Antikörper folgte eine Inkubation 
mit einer 1:100-Verdünnung eines R-Phycoerythrin-konjugierten F(ab´)2 Fragments eines 
Ziege-anti-Maus IgG für 30 min auf Eis im Dunkeln. Die Zellen wurden erneut mit PBS/5% 
FKS gewaschen und in PBS/5%FKS resuspendiert. 104 Zellen wurden in einem 
Durchflußzytometer (Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert. Als Negativkontrolle dienten 
Zellen, die mit Leervektor transfiziert worden waren und mit den beschriebenen Erst- und 
Zweitantikörper inkubiert wurden (COS7-Zellen). 
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2.10.2 Nachweis der Proteine durch Proteinfärbung und Western-Blot 
Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen 
wurde die Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese nach Laemmli [92] angewendet. 
Die Elektrophorese wurde in einer vertikalen Flachgelkammer durchgeführt. In der Regel 
wurden 7%-ige Trenngele mit 3%-igen Sammelgelen eingesetzt. Die zu analysierenden 
Proben wurden mit reduzierendem 4x Laemmli-Probenpuffer versetzt und durch Erhitzen auf 
95°C für 5 min denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte mit 35 mA bei RT.  
Als Größenstandard wurden der Rainbow-Marker (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Schweden) sowie der Broad-Range-Marker (New England Biolabs, USA) verwendet. 
Acrylamidlösung:   30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 
 
4x Trenngelpuffer:  1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 
    0,4 % SDS 
 
4x Sammelgelpuffer:   0,5 M Tris/HCl, pH 6,8 
   0,4 %SDS 
Zum Starten der Polymerisation wurden 0,1 % APS und 0,1 % TEMED zugesetzt. 
 
4x Probenpuffer:  SDS-Laufpuffer (5x):  
40 % Glycerin  125 mM Tris 
8  % SDS  1 M Glycin 
250 mM Tris/HCl, pH 6,8  0,5 %SDS 
0,4 % Bromphenolblau 
 
Western-Blot-Analyse 
Die mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe 
der Semi-Dry-Western-Blot-Methode auf eine PVDF-Membran (Gelman Sciences, Roßdorf) 
transferriert [93]. Freie Bindungsvalenzen konnten durch Behandlung mit einer 10 %-igen 
Rinderserum-Albumin-Lösung in TBS-N-Puffer abgesättigt werden. Die Membran wurde 
unter Schütteln mit der jeweiligen Antikörperlösung (1 µg/ml) 1 h bei RT inkubiert, dreimal 
mit TBS-N gewaschen und mit der entsprechenden Lösung eines HRP-konjugierten 
Antikörpers (Ziege anti Maus oder Ziege anti Kaninchen, jeweils 1 µg/ml) behandelt. Die zu 
analysierenden Immunkomplexe konnten mit Hilfe des ECL-Detektionssystems  
(ECL = enhanced chemiluminescence, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) 
sichtbar gemacht  werden.  
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Falls eine Gegenfärbung des Western-Blots durch einen anderen Antikörper stattfinden sollte, 
wurden die gebundenen Immunkomplexe mit Hilfe eines stripping Puffers von der Membran 
gelöst und eine zweite Western-Blot-Analyse im Anschluss daran durchgeführt. 
Kathodenpuffer : 
0,04 M e-
Aminocapronsäure 
0,01 % SDS 
25 mM Tris-Base 
pH 9,4 
TBS-N: 
20 mM Tris/HCl, 
pH 7,6 
140 mM NaCl 
0,1 % Nonidet-P40 
AnodenpufferI: 
0,3 M Tris/HCl, pH 
pH 10,4 
Anodenpuffer II: 
25 mM Tris/HCl, 
pH 10,4 
strippingPuffer: 
62,5 mM Tris/HCL, 
pH 6,7; 
2% SDS; 
100 mM b-Mer-
captoethanol 
 
2.11 Co-Immunpräzipitation 
Co-Immunpräzipitation des gp130 Homodimers  
COS7-Zellen wurden mit verschiedenen pSVL-gp130-Konstrukten transient transfiziert. 48 h 
nach der Transfektion wurden pro Zellkulturschale 3 ml Stimulationsmedium (COS7-
Kulturmedium mit 50 ng/ml IL-6 und 1 mg/ml löslichem IL-6 Rezeptor) für 15 min 
zugegeben. Danach wurde das Stimulationsmedium sofort auf eine zweite Zellkulturschale 
mit gleich transfizierten Zellen gegeben. 
Sofort nach Beendigung der Stimulation wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS-
Vanadat gewaschen und 600 µl Brij-Lysispuffer zugegeben. Die Zellen wurden mit einem 
Gummispatel von der Zellkulturschale gelöst und die Suspension in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt. Die zweite Zellkulturschale wurde in gleicher Weise behandelt und 
die beiden Lysate vereinigt. Nach 30 min Inkubation wurde das Lysat 1 min bei 3000 rpm 
zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Das 
Lysat wurde mit 10 µg des anti-GFP-Antikörpers versetzt und bei 4°C ü.N. in einem 
Überkopfschüttler inkubiert. Pro Lysat wurden 15 mg Protein A-Sepharose in 250 µl Brij-
Lysispuffer gelöst und bei 4°C ü.N. in einem Überkopfschüttler inkubiert. Die gequollene 
Sepharose wurde dreimal mit dem gleichen Volumen Brij-Lysispuffer gewaschen. Nach 
Zugabe der Sepharose zum Lysat wurde dieses bei 4°C ü.N. in einem Überkopfschüttler 
inkubiert. Nach Zentrifugation für 1 min bei 3000 rpm wurde das Präzipitat drei mal mit Brij-
Lysispuffer gewaschen, mit 30 µl 4x Laemmli-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C 
inkubiert. Nach Zentrifugation für 1 min bei 13000 rpm wurde die Probe mit einer Hamilton-
Spritze von der präzipitierten Sepharose abgenommen und die präzipitierten Proteine in einer 
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. 
Die getrennten Proteine wurden in einer Western-Blot-Analyse nachgewiesen. Zur Detektion 
von gp130 wurde der BP-4 Antikörper verwendet. 
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Brij-Lysispuffer: 
10 % Glycerol 
0,25 % Brij-96 
50 mM Tris/HCL 
50 mM Na3VO4 
100 mM EDTA 
1 mM PMSF 
1 mg/l Aprotinin 
1 mg/l Leupeptin 
pH 8,0 
 
Co-Immunpräzipitation von gp130 mit a-Jak1 und von Jak1 mit a-gp130 
48h nach Co-Transfektion mit verschiedenen gp130-Varianten und Jak1 wurden Lysate 
präpariert wie oben beschrieben. Da Jaks stimulationsunabhängig an gp130 gebunden sind, 
konnte auf die Stimulierung verzichtet werden. Zur Immunpräzipitation von gp130 wurde  
BP-4 verwendet, Jaks wurden mit HR785 präzipitiert. Die genannten Antikörper wurden 
ebenfalls zu Detektion der copräzipitierten Proteine bei der Western-Blot-Analyse eingesetzt. 
2.12 Nachweis der Phosphorylierung von Janus Kinasen 
COS7-Zellen wurden mit verschiedenen pSVL-gp130-Konstrukten und Jak1 transient co-
transfiziert. 12 h nach der Transfektion wurden pro Zellkulturschale 15 ml Hungermedium 
(COS7-Kulturmedium ohne Zusatz von FKS) für 6 h zugesetzt. Hiernach erfolgte eine 
Stimulation mit 3 ml Stimulationsmedium für 15 min (siehe 2.9). Sofort nach Beendigung der 
Stimulation wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS-Vanadat gewaschen und 600 µl 
Brij-Lysispuffer zugegeben. Die Zellen wurden mit einem Gummispatel von der 
Zellkulturschale gelöst und die Suspension in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. 
Nach 30 Minuten Inkubation wurde das Lysat bei 3000 rpm zentrifugiert und der Überstand 
in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Das Lysat wurde mit 5 µl anti-Jak1-
Antikörper (HR785; Santa Cruz, USA) versetzt und bei 4°C ü.N. in einem Überkopfschüttler 
inkubiert. 
Die weitere Aufbereitung der Proben erfolgte wie unter 2.11 beschrieben. Nach der 
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine 
durch Western-Blotting identifiziert. Hierbei diente der AK HR785 der Detektion von Jak1 
und PY99 der Detektion von Tyrosin-phosphorylierten Proteinen. 
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2.13 Analyse von fluoreszierenden Proteinen mittels 
 Fluoreszenzspektroskopie 
COS7-Zellen wurden mit verschiedenen pSVL-gp130-Konstrukten transient transfiziert. 48h 
nach der Transfektion wurden die Zellen mit 3 ml Stimulationsmedium für 15 min inkubiert 
und anschließend sofort zweimal mit eiskaltem PBS-Vanadat gewaschen. Alle beschriebenen 
Schritte erfordern die Inkubation der Proben in einem Eisbad. 
Zelllysate: Eine Ablösung der adhärenten Zellen von der Zellkulturschale erfolgte durch 
Zugabe von 1 ml Brij-Lysispuffer. Die Zellen wurden mit einem Gummispatel von der 
Zellkulturschale gelöst und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Nach 30 
Minuten Inkubation wurde das Lysat bei 3000 rpm zentrifugiert und der Überstand in ein 
neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Mit diesem Überstand wurden die unten 
beschriebenen Messungen durchgeführt. 
Lebende Zellen:  Nach Ablösung der adhärenten Zellen mit 1 ml PBS/EDTA, wurden die 
Zellen abzentrifugiert und in 1ml PBS wieder aufgenommen. Mit dieser Suspension wurden 
sofort die unten beschriebenen Messungen durchgeführt. 
Die Proben wurden zur Messung in eine 1 ml Küvette überführt und im Spektro-
fluorophotometer (Shimadzu RF-5001PC, Langenfeld) nach Herstellerangaben gemessen. 
YFP-Konstrukte: Hierfür wurde, soweit nicht anders angegeben, eine 
Anregungswellenlänge von 514 nm gewählt und ein Emissionsspektrum mit einer Bandbreite 
von 520-600 nm aufgenommen. Als Scangeschwindigkeit wurde der „fast-modus“ gewählt 
und das Spektrum einmal aufgezeichnet. 
CFP und CYFP-Konstrukte: Hierfür wurde, soweit nicht anders angegeben, eine 
Anregungswellenlänge von 432nm gewählt und ein Emissionsspektrum mit einer Bandbreite 
von 450-600nm aufgenommen. Als Scangeschwindigkeit wurde der „fast-modus“ gewählt 
und das Spektrum einmal aufgezeichnet. 
Die gewonnenen Daten wurden mit Hilfe des Microsoft Programms Excel ausgewertet. 
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2.14 Analyse von fluoreszierenden Proteinen im konfokalen Laser-Scanning-
 Mikroskop (LSM) 
2.14.1 Fixierung trans ient transfizierter COS7-Zellen 
24 h nach der Transfektion (2.8) wurden die COS7-Zellen auf Deckgläschen in  
24-Lochplatten ausgesät. Nach 24 h wurden die Zellen zweimal mit PBS2+ gewaschen und 
20 min mit 250 ml 3% Formaldehyd/Paraformaldehydmischung in PBS2+ fixiert. Zur 
Stimulation der Zellen wurden diese nach dem ersten Waschen mit PBS2+ für 15 min in 
Stimulationsmedium inkubiert, anschließend in PBS2+ gewaschen und mit 250 ml 3% 
Formaldehyd/Paraformaldehydmischung in PBS2+ fixiert. Danach wurden sie erneut mit 
PBS2+ gewaschen, 5 min mit 50 mM Ammoniumchloridlösung behandelt, mit PBS2+ 
gewaschen und nach zweimaliger Tauchwaschung des Deckgläschens in H2O auf die mit 
einem Tropfen (6 ml) Mowiollösung versehenen Objektträger, mit der Zellschichtseite dem 
Objektträger zugewandt, aufgebracht [94]. 
Um die Fluorophore vor irreversiblen Bleicheffekten zu schützen, wurden sämtliche 
Inkubationen im Dunkeln ausgeführt. 
PBS2+: 0,1 mM CaCl und 1 mM MgCl in PBS 
Formaldehydlösung: 3 % Formaldehyd in PBS 
Mowiollösung: 10 % Mowiol (Calbiochem) 
25 % Glycerin 
25 % H2O 
40 % Tris 
pH 8,5 
2.14.2 Bildaufnahmen am LSM 510 
Die mikroskopische Untersuchung der Zellpräparate erfolgte an einem konfokalen Laser 
Scanning Mikroskop Typ LSM 510 (Carl Zeiss Mikroskopie, Jena). Die Handhabung des 
konfokalen Mikroskops erfolgte gemäß den Vorschriften im Operating Manual Release 2.5 
der Firma Carl Zeiss. 
Durch Anregung im Wellenlängenbereich zwischen 450 bis 490 nm (Filtersatz ”FITC”), 
mittels einer Quecksilberdampflampe konnten im okularvisuellen Arbeitsmodus Zellen 
ausgewählt werden, welche die gewünschte Fluoreszenzmarkierung aufwiesen. 
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Im konfokalen Arbeitsmodus wird die Probe mit Laserlicht angeregt. Es kamen die 
Wellenlängen 458 nm und 514 nm (Argon-Laser) zum Einsatz. Dabei wurden das enhanced 
cyan fluorescent protein (eCFP) mit 458 nm und das enhanced yellow fluorescent protein 
(eYFP) mit 514 nm angeregt.  
Verschiedene Filterkombinationen ermöglichten die selektive Detektion des Emissionslichtes 
der verschiedenen Fluorophore. Im Falle des eCFP wurde mit einem Bandpassfilter vom Typ 
BP 480/20 (Bandbreite 470-490 nm) gearbeitet. eYFP wurde mit einem Langpassfilter Typ 
LP 530 (Durchlass >530 nm) detektiert. 
Die konfokalen Lochblenden ließen sich auf jede Emmissionswellenlänge der Probe 
einstellen und sicherten somit einen möglichst hohen Grad an Auflösung bei geringer 
optischer Schnittdicke. 
Für die Bildaufnahme wurde die Laserleistung des Argon-Lasers im Bereich zwischen 25% 
und 55% variiert. Die Laserblende wurde im Bereich 4% bis 90% va riiert. Die Auflösung 
betrug entweder 512x512 Bildpunkte oder 1024x1024 Bildpunkte. Die Tiefenschärfe der 
Bilder wurde konstant im 12 Bit-Modus belassen. Die Aufnahmegeschwindigkeit wurde in 
Abhängigkeit von der Aufnahmeart jeweils einem optimalen Signal-zu-Rausch-Verhältnis 
angepasst.
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3 Ergebnisse 
3.1 Untersuchungen zur Stimulationsabhängigkeit der Homodimerisierung 
 von gp130 und seinen Mutanten mit molekularbiologischen Methoden 
Bei der Untersuchung von Mutanten von Oberflächenrezeptoren ist neben ihrer Fähigkeit zur 
Signaltransduktion vor allem ihre Neigung zur Komplexbildung mit ligandenbindenden und 
signaltransduzierenden Untereinheiten ein wesentliches Kriterium zur Beurteilung ihrer 
biologischen Aktivität. In früheren Arbeiten wurden bereits Untersuchungen zur 
Coimmunpräzipitation von gp130-Extrazellulärmutanten mit IL-6 und löslichem IL-6R 
durchgeführt [90]. A. Timmermann etablierte in der Arbeitsgruppe ein experimentelles 
System mit dem die Dimerisierung von membrangebundenen gp130-Extrazellulärmutanten 
untersucht werden kann. Bei der Entwicklung dieses Dimerisierungsassays wurde die 
Wechselwirkung von gp130 mit dem LIFR untersucht. Mit dieser Methode konnte 
nachgewiesen werden, dass das Heterodimer gp130/LIFR erst nach Stimulation mit dem 
Liganden LIF gebildet wird [60, 95].  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen die fluoreszierenden gp130-Fusionsproteine im 
Hinblick auf ihre biologische Aktivität, speziell der Stimulationsabhängigkeit ihrer 
Homodimerisierung untersucht werden. Als zelluläres System wurden hierfür COS7-Zellen 
(Nierenzelllinie aus der afrikanischen grünen Meerkatze) gewählt. Die für 
Copräzipitationsstudien zu geringe Konzentration von endogen exprimiertem gp130 in COS7-
Zellen erforderte die transiente Transfektion. Um eine gute Differenzierung zwischen 
immunpräzipitierten Rezeptor und Copräzipitat im Westernblot zu ermöglichen, wurden für 
die Transfektion die folgenden gp130-Konstrukte gewählt, die sich in ihrer molekularen 
Masse stark unterscheiden. 
  pSVL-gp130-ETC-YFP, bestehend aus der cDNA des humanen gp130, C-terminal 
fusioniert mit YFP, molekulare Masse ca. 175 kDa 
  pSVL-gp130Wildtyp, bestehend aus der cDNA des humanen gp130, molekulare 
Masse ca. 130 kDa 
  pSVL-gp130g , enthält die extrazellulären, transmembranären und die membran-
proximalen zytoplasmatischen Bereiche (box 1 und box 2-Motive) des Wildtyp gp130. 
Die auf diese Jak bindenden Motive folgenden zytoplasmatischen Aminosäuren 
wurden durch das Tyrosin 440-Modul des Interferon-g-Rezeptors (YDKPH, Yg440) 
ersetzt, molekulare Masse ca. 100 kDa 
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                          gp130 ETC-YFP/                       gp130 ETC-YFP/ 
                          gp130 Wildtyp                           gp130g 
Abb. 10: FACS -Analyse der Oberflächenexpression der transient exprimierten Proteine . COS7-
Zellen wurden entweder mit gp130-ETC-YFP und gp130 Wildtyp oder mit gp130-ETC-YFP und 
gp130g cotransfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen mit einem gp130-Antikörper (BP-4) 
inkubiert. Danach folgte die Markierung mit einem PE-konjugierten Zweitantikörper (schwarze 
Histogramme). Als Negativkontrolle wurden mit Leervektor transfizierte Zellen in gleicher Weise 
behandelt (graue Linienhistogramme). 
Für alle Rezeptoren lässt sich nach Transfektion eine gesteigerte Expression auf der 
Zelloberfläche nachweisen (Abb. 10). Eine Auswertung der FACS-Analysen ergab, dass erst 
bei einer Transfektionseffizienz von 40-45%, eine ausreichende Menge an Rezeptoren für die 
Copräzipitationsanalysen vorhanden war. 
Copräzipitation des gp130-Homodimers  
Analog zum Dimerisierungsassay zur Detektion von gp130/LIFR Heterodimeren, erfolgte die 
Lyse 48 h nach der Transfektion.  Um nach Aufschluss der Zellen eine Copräzipitation der 
beiden membrangebundenen Proteine zeigen zu können, mussten die Lysisbedingungen so 
gewählt werden, dass einerseits die Proteine aus der Membran gelöst werden, andererseits 
aber ihre Assoziation nicht aufgelöst wird. Im Rahmen der Untersuchungen von  
A. Timmermann hat sich hierfür der Brij96-Puffer bewährt. Nach Inkubation mit einem 
a-GFP-Antikörper (erkennt spezifisch die barrel-Struktur aller GFP-Varianten) wurde 
gp130-ETC-YFP durch Zugabe von Protein-A-Sepharose präzipitiert. Nach Ablösung der 
Proteine und Auflösung eventuell entstandener Komplexe wurden die Proteine in einem 
Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen. 
Die Detektion von gp130 wurde mit BP-4 durchgeführt, einem monoklonalen Antikörper, 
welcher ein extrazelluläres Epitop des Rezeptors erkennt. 
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Abb. 11: Copräzipitation von gp130-ETC-YFP mit gp130 Wildtyp und gp130g. Westernblot-
Analyse zum Nachweis der stimulationsunabhängigen Copräzipitation des gp130-Homodimers. 
COS7-Zellen wurden transfiziert wie beschrieben. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen entweder 
für 15 min mit 50 ng/ml IL-6 und 2 ng/ml sIL-6R stimuliert oder unstimuliert belassen (nur Medium 
ohne Zytokin). Nach Lyse der Zellen in Brij-Puffer wurde das gp130 ETC -YFP durch Zugabe von 10 
mg eines Anti-GFP-Antikörpers immunpräzipitiert. Die immunpräzipitierten Proteine wurden 
elektrophoretisch in einem 7%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran 
transferiert. Der Nachweis von gp130 gelang mit Hilfe des gp130-Antikörpers BP-4, der ein 
extrazelluläres Epitop von gp130 erkennt. Der Nachweis der immunogenen Proteine erfolgte durch 
Chemilumineszenz (ECL-System). Als Grössenmarker wurden der Rainbow-Marker und der New 
England Biolabs Standard verwendet. 
 
COS7-Zellen exprimieren endogenes gp130 auf der Zelloberfläche, jedoch reicht diese Menge 
nicht aus um eine Copräzipitation mit zutransfizierten gp130-ETC-YFP im Westernblot 
nachzuweisen (Abb. 11, Spuren 1-2). Erst eine Cotransfektion von zwei sich in ihrer mole-
kularen Masse unterscheidenden gp130-Mutanten macht eine Copräzipitation detektierbar 
(Abb. 11, Spuren 3-6). Vor Simulation sind in der Copräzipitationsanalyse zwei Banden zu 
erkennen, von denen die obere das gp130-ETC-YFP und die untere den gp130 Wildtyp (Abb. 
11, Spuren 3-4), respektive das verkürzte g-Konstrukt darstellt (Abb.11, Spuren 5-6). Nach 
Stimulation ist die Ausbildung der unteren Bande verstärkt. Somit lässt sich für alle getesteten 
gp130-Mutanten eine stimulationsunabhängige Dimerisierung nachweisen. Dieses Verhalten 
des gp130 steht im Gegensatz zu den Erkenntnissen die über das gp130/LIFR-Heterodimer 
gewonnen wurden. Hier bilden sich die Komplexe erst nach Stimulation aus [60]. 
175
97
83
gp130 ETC-YFP
gp130 Wildtyp
gp130g
654321
IL6/sIL-6R
sIL-6R-sIL-6R-sIL-6R-
gp130-
ETC-YFP
+gp130g
gp130-
ETC-YFP
+gp130g
gp130-
ETC-YFP
+ gp130 
Wildtyp
gp130-
ETC-YFP
+ gp130 
Wildtyp
gp130-
ETC-YFP
gp130-
ETC-YFP
Ergebnisse                                                                                                                                                        35 
3.2 Untersuchungen zur Signaltransduktion der fluoreszierenden gp130-
 Fusionsproteine mittels Immunpräzipitationen 
Zytokinrezeptoren weisen im Gegensatz zu den Rezeptortyrosinkinasen der meisten 
Wachstumsfaktoren keine Enzymaktivität auf. Die Ausbildung eines signaltransduzierenden 
Rezeptorkomplexes führt zur Aktivierung der assoziierten Janus-Kinasen (Jak), die 
Rezeptorproteine an Tyrosinresten im zytoplasmatischen Bereich phosphorylieren. Diese 
phosphorylierten Regionen der Rezeptoren dienen im weiteren Verlauf der Signalkaskade als 
Rekrutierungsstellen für Adapter- und Signalproteine, denen verschiedene Aufgaben in der 
Signaltransduktion zukommen. 
Um Aussagen über die Signaltransduktionsfähigkeit der eingesetzten fluoreszierenden gp130- 
Rezeptorfusionsproteine treffen zu können, wurde ihre Fähigkeit zur Assoziation und 
Aktivierung von Janus Kinasen untersucht. Besondere Bedeutung kommt hier den 
membranproximalen 69 Aminosäuren zu, sie sind ausreichend für die Jak-Bindung und 
Aktivierung. Diese Region enthält zwei konservierte Motive, box 1 und box 2. Box 1 ist eine 
hydrophobe Region, welche die für die Jak-Assoziation nötigen konservierten Prolinreste 
enthält [96]. Die Funktion der box2 ist weniger gut untersucht. Vor kurzem wurde gezeigt, 
dass Deletionen in dieser Region des gp130 die Bindung und Aktivierung von endogenen, 
jedoch nicht von überexprimierten Jaks, erheblich reduzieren [97]. 
 
3.2.1 Untersuchungen zur Assoziation von Janus Kinasen an fluoreszierenden  
 gp130-Varianten 
Um die Assoziation von Januskinasen an fluoreszierende gp130-Varianten zu untersuchen 
wurden Coimmunpräzipitationsanalysen durchgeführt. Da die Konzentration von endogenem 
Jak1 in den verwendeten COS7-Zellen zu niedrig ist, wurden die Zellen, außer mit den zu 
untersuchenden Rezeptorkonstrukten, zusätzlich mit Jak1 transient transfiziert. Analog zum 
beschriebenen Dimerisierungassay (3.1) erfolgte die Lyse der transfizierten Zellen 48 h nach 
Transfektion. 
Folgende Transfektionen wurden durchgeführt: 
a) pSVL gp130-ETC-YFP cotransfiziert mit Jak1 
b) pSVLGp130-ET-YFP cotransfiziert mit Jak1 
c) peYFP cotransfiziert mit Jak1 
d) Jak1 
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Abb. 12: Copräzipitation von gp130-Varianten mit Jak1 
(A) Westernblot-Analyse zum Nachweis der Copräzipitation von gp130-Varianten mit Jak1. Cos7-
Zellen wurden transfiziert wie im Text beschrieben. 48h nach Transfektion wurden die Zellen in Brij-
Puffer lysiert. Spuren 1-4: Immmunpräzipitation mittels 10mg eines a-GFP-Antikörpers; Spuren 5-8 
Immunpräzipitation mittels 10mg des Jak-spezifischen Antikörpers HR785. Die immunpräzipitierten 
Proteine wurden elektrophoretisch in einem 7% -igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine 
PVDF-Membran transferriert. Der Nachweis von Jak1 gelang mit Hilfe des Antikörpers HR785 (Spuren 
1-4), zum Nachweis von gp130 wurde der spezifische Antikörper BP-4 (Spuren 5-8) eingesetzt. 
Der Nachweis der immunogenen Proteine erfolgte durch Chemilumineszenz (ECL-System). Als 
Grössenmarker wurden der Rainbow-Marker und der New England Biolabs Standard (nicht 
abgebildet) verwendet. (B) Westernblot-Analyse zum Nachweis der Transfektionseffizienz. Die 
gebundenen Antikörper wurden mit Hilfe des Stripping-Puffers wieder von der PVDF Membran gelöst. 
Die Detektion von gp130 gelang mit BP-4 (Spuren 9-12), für die Detektion der Jaks (Spuren13-16) 
wurde wieder HR785 verwendet. Die Darstellung des Rainbowmarkers ist aus Abb. (A). 
 
Die beiden verwendeten Rezeptorkonstrukte bestehen aus der cDNA für humanes gp130 
C-terminal fusioniert mit YFP. Das gp130-ETC-Konstrukt entspricht dem gp130 Wildtyp, das 
gp130-ET-Konstrukt ist ein membrandistal von box1 deletiertes Rezeptorprotein. Im Rahmen 
von Untersuchungen zum Transkriptionsfaktor FKHR mit YFP-fusionierten Proteinen, fiel 
eine unspezifische Assoziation beider Proteine auf [M. Kortylewski, persönliche Mitteilung]. 
Zur Kontrolle derartiger Effekte bezüglich der Jak-Bindung an fluoreszierende Rezeptoren, 
wurde die unter c) aufgeführte Transfektion durchgeführt. 
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Um nach Aufschluss der Zellen eine Copräzipitation der beiden Proteine zeigen zu können, 
mussten einerseits die Rezeptorproteine aus der Membran gelöst werden, andererseits durfte 
ihre mögliche Assoziation mit den zytoplasmatischen Proteinen nicht zerstört werden. Diese 
Anforderungen erfüllt der Brij96-Puffer. 
Durch Inkubation mit dem a-GFP-Antikörper wurde aus der Hälfte des gewonnenen Lysats 
durch Zugabe von Protein-A-Sepharose gp130-ETC-YFP bzw. gp130-ET-YFP präzipitiert. 
Nach elektrophoretischer Auftrennung konnte im Western Blot für beide fluoreszierenden 
Fusionsproteine eine Jak1-Assoziation mit Hilfe des monoklonalen a-Jak1-Antikörpers 
(HR785) nachgewiesen werden (Abb.12 A, Spuren 1-2). Das es sich bei den 175 bzw. 130 
kDa grossen Proteinen um gp130 handelt, wurde nach Stripping der PVDF Membran mittels 
des gp130-spezifischen Antikörpers BP-4 gezeigt (Abb.12 B, Spuren 9-10). 
Mit der anderen Hälfte des Lysats wurde analog eine Präzipitation von Jak1 (mit HR785) 
durchgeführt. Nach elektrophoretischer Auftrennung sind im Western-Blot mittels BP-4 
gp130-ETC-YFP (Abb.12 A, Spur 5) und gp130-ET-YFP (Abb.12A, Spur 6) nachzuweisen. 
Nach Stripping der PVDF Membran und erneuter Inkubation mit a-Jak1 (HR785) konnte in 
allen Ansätzen Jak1 nachgewiesen werden (Abb.12 B, Spuren 13-16).  
Beide Rezeptorfusionsproteine, sowohl das full length gp130-ETC-YFP als auch das 
verkürzte ET-YFP-Konstrukt sind in der Lage Jak1 zu assoziieren. Eine unspezifische 
Assoziation der Jaks mit dem YFP konnte ausgeschlossen werden (Abb.12A, Spuren 3-4). 
 
3.2.2 Untersuchungen zur stimulationsabhängigen Aktivierung von Janus Kinasen 
durch fluoreszierende gp130-Varianten 
Die Assoziation von Janus Kinasen an den Rezeptor ist die notwendige Bedingung für den 
Start der Signaltransduktion nach Ligandenbindung, hinreichend ist jedoch erst die 
Aktivierung der Jaks, nachweisbar als Tyrosinphosphorylierung.  
Um die biologische Aktivität der fluoreszierenden Rezeptorkonstrukte, welche beide zur 
Assoziation fähig sind, weiter zu charakterisieren, wurden im nächsten Schritt 
Untersuchungen zur Jak-Aktivierung durchgeführt. Als zelluläres System wurden COS7-
Zellen gewählt, die sich schon in den vorangegangenen Experimenten bewährt hatten, die 
transiente Transfektion wurde mit Hilfe von FuGene durchgeführt. Da Überexpression von 
Jak1 zu einer stimulationsunabhängigen Auto- und Transphosphorylierung der Proteine führt, 
erfolgte die Lyse und Probenaufbereitung bereits nach 18 h.  
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Um eine möglichst starke Aktivierung durch IL-6 zu erreichen, wurden die Zellen in den 6 h 
vor der Stimulation in Hungermedium inkubiert. Es wurden jeweils zwei Platten transfiziert, 
wovon jeweils eine stimuliert wurde und eine unstimuliert belassen wurde. 
Folgende Transfektionen wurden durchgeführt: 
a) pSVL gp130-ETC-YFP cotransfiziert mit Jak1 
b) pSVLgp130-ET-YFP cotransfiziert mit Jak1 
c) peYFP cotransfiziert mit Jak1 
d) Jak1 
Im Anschluss an die Lyse mit Brij96-Puffer wurde die Immunpräzipitation mit HR785, einem 
Jak1 spezifischen Antikörper durchgeführt. 
Abb. 13: Stimulationsabhängige Aktivierung von Janus Kinasen durch fluoreszierende gp130-
Varianten.  (A) Western-Blot-Analyse zum Nachweis der Tyrosinphosphorylierung von Januskinase 1. 
COS7-Zellen wurden transfiziert wie im Text beschrieben. 12h nach der Transfektion wurden die 
Zellen für 6h in Hungermedium inkubiert. Danach erfolgte eine Stimulation mit 50ng/ml IL-6 und 
2ng/ml sIL-6R für 15 min oder die Zellen wurden unstimuliert belassen (nur Medium ohne Zytokin). 
Nach Lyse der Zellen mit Brij96-Puffer wurden die Janus Kinasen mit 10mg eines spezifischen Jak1-
Antikörper (HR785) immunpräzipitiert. Die so präzipitierten Proteine wurden elektrophoretisch in 
einem 7%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferriert. Der 
Nachweis von tyrosinphosphorylierten Proteinen gelang mit dem spezifischen Antikörper PY99. Durch 
den aufgetragenen Grössenmarker konnte das detektierte Protein aufgrund seiner Größe (ca.130kDa) 
als Jak1 identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Der Nachweis der immunogenen Proteine erfolgte 
durch Chemilumineszenz (ECL-System). Als Größenmarker wurden der Rainbow-Marker und der New 
England Biolabs Standard verwendet. (B) Westernblot-Analyse zum Nachweis der 
Transfektioneffizienz. Die gebundenen Antikörper wurden mit Hilfe des Stripping-Puffers wieder von 
der PVDF Membran gelöst. Die Detektion der Jak1 gelang mit Hilfe des spezifischen Jak1-Antikörpers 
HR785. 
Nach elektrophoretischer Auftrennung der präzipitierten Proteine konnte für den gp130-ETC-
YFP/Jak1-Ansatz im Western-Blot mit Hilfe von PY99, einem Antikörper gegen Tyrosin-
phosphorylierte Proteine, eine Bande bei ca. 130 kDa detektiert werden (Abb.13 A, Spur 2). 
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Dass es sich hierbei um Jak1 handelt, konnte in einem zweiten Detektionsschritt 
nachgewiesen werden. Nach Ablösen des Antikörpers mit Stripping-Puffer wurde die PVDF 
Membran mit dem Jak1-spezifischen Antikörper HR785 erneut inkubiert. Die 
Beladungskontrolle weist in allen Ansätzen Jak1 nach (Abb.13B, Spuren 1-8). Lediglich 
gp130-ETC-YFP ist in der Lage die assoziierten Jaks zu aktivieren, weder das verkürzte 
gp130-ET-YFP vermittelt stimulationsabhängige Jak1-Phosphorylierung (Abb.13A, Spuren 
1-2), noch kommt es zu einer unspezifischen Autophosphorylierung aufgrund der 
Überexpression der transfizierten Jaks (Abb.13A, Spuren 7-8). 
Hinsichtlich der biologischen Aktivität der fluoreszierenden Fusionsproteine gp130-ETC-YFP 
und gp130-ET-YFP lässt sich feststellen, dass beide in der Lage sind Januskinasen zu 
assoziieren, die für die Signaltransduktion notwendige stimulationsabhängige Jak1-
Aktivierung kann jedoch nur von dem gp130-ETC-YFP und nicht von dem verkürzten ET-
Konstrukt vermittelt werden. 
3.3 Expression von fluoreszierenden Proteinen in COS7-Zellen 
Die konfokale Laser-scanning Mikroskopie stellt eine Möglichkeit dar fluoreszierende 
Proteine sowohl in der fixierten, als auch in der lebenden Zelle darzustellen. Hierbei kann 
nicht nur die Transfektionseffizienz beurteilt werden, sondern vor allen Dingen auch die 
Verteilung der zutransfizierten Proteine in den verschiedenen Zellkompartimenten, wie z.B. 
Zellmembran, endoplasmatisches Retikulum, Zellkern oder Zytoplasma, sichtbar gemacht 
werden. Hierzu wurden COS7-Zellen transient mit den gewünschten Konstrukten transfiziert 
und nach 24 h auf Deckgläschen in 24-Lochplatten ausgesät. Weitere 24 h später konnten die 
Zellen auf diesen Deckgläschen nach mehreren Wasch- und Fixierschritten (2.14.1) auf 
Objektträger aufgebracht werden, welche dann mikroskopisch untersucht wurden. 
Durch Anregung im Wellenlängenbereich zwischen 450 bis 490 nm mittels einer 
Quecksilberdampflampe konnten im okularvisuellen Arbeitsmodus (Filtersatz ”FITC”), 
Zellen ausgewählt werden, welche die gewünschte Fluoreszenzmarkierung aufwiesen. Im 
konfokalen Arbeitsmodus wurde die Probe mit Laserlicht angeregt. Es kamen die 
Wellenlängen 458 nm und 514 nm (Argon-Laser) zum Einsatz. Dabei wurden das cyan 
fluorescent protein (CFP) mit 458 nm und das yellow fluorescent protein (YFP) mit 514 nm 
angeregt. Verschiedene Filterkombinationen ermöglichten die selektive Detektion des 
Emissionslichtes der verschiedenen Fluorophore. Im Falle des CFP wurde mit einem 
Bandpassfilter vom Typ BP 480/20 (Bandbreite 470-490 nm) gearbeitet. YFP wurde mit 
einem Langpassfilter Typ LP 530 (Durchlass >530 nm) detektiert. 
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Expression der löslichen Proteine peCFP und peYFP in COS7-Zellen 
Abb. 14:Expression der Pro-
teine peCFP und peYFP in 
COS7-Zellen. LSM-Aufnahme 
von transient mit peCFP (links) 
bzw. peYFP (rechts) trans-
fizierten COS7-Zellen. Trans-
fektion und Fixierung wie im 
Text beschrieben. Nach Aus-
wahl einer fluoreszierenden 
Zelle im okularvisuellen Modus 
wurden die Zellen mit 
Laserlicht von 458 nm (CFP) 
bzw. 514 nm (YFP) angeregt 
und mit den entsprechenden 
Filtern detektiert. Die Bilder 
wurden entsprechend der 
           detektierten Wellenlänge eingefärbt.
Die Abbildung 14 zeigt Bilder von mit den löslichen fluoreszierenden Proteinen CFP 
(Abb.14, links) und YFP (Abb.14, rechts) transfizierten Zellen. Die Fluorophore beider 
Proteine zeigen das erwartete Absorptions- und Emissionsverhalten [82]. Die löslichen 
Proteine verteilen sich in Zellkern und Zytoplasma, dagegen ist in den subzellulären 
Membrankompartimenten keine Färbung zu erkennen. Dies ist auf die fehlende Signalsequenz 
zurückzuführen. Die Fluoreszenzintensität des YFP-Proteins ist wesentlich höher als die des 
CFP-Proteins. Dies beruht zum einen auf den chemischen Eigenschaften des Fluorophores, 
zum anderen auf der Verwendung eines Bandpassfilters zur Detektion der CFP-Emission, im 
Gegensatz zum Einsatz des Langpassfilters bei der YFP-Detektion. 
Dieser Effekt wurde nicht nur in den verwendeten COS7-Zellen gefunden, sondern stellt sich 
analog auch in HEK293 bzw. HEK 293T dar (Daten nicht gezeigt). Um gleiche 
Fluoreszenzintensitäten der eingesetzten Proteine zu erreichen empfiehlt sich die 
Cotransfektion im Verhältnis (CFP-:YFP) 2:1 bzw. 3:1. 
Expression der löslichen FRET-Positivkontrolle peCYFP in COS7-Zellen  
Abb. 15: Expression des 
Fusionsproteins peCYFP in 
COS7-Zellen. LSM-Aufnahme 
einer transient mit peCYFP 
transfizierten COS7-Zelle. 
Trans -fektion und Fixierung wie 
im Text beschrieben. Nach 
Auswahl einer fluoreszierenden 
Zelle im okularvisuellen Modus 
wurde die Zelle mit Laserlicht 
von 458 nm (CFP) bzw. 514 nm 
(YFP) angeregt und mit den 
entsprechenden Filtern detek-
tiert. Die Bilder wurden 
entsprechend der detektierten 
Wellenlänge eingefärbt.
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Die Expression des Fusionsproteins aus CFP und YFP (peCYFP) in transfizierten COS7-
Zellen ist in Abbildung 15 gezeigt. Das lösliche Protein verteilt sich in Zellkern und –plasma. 
Mit Laserlicht entsprechender Wellenlänge lassen sich beide Fluorophore anregen und zeigen 
das erwartete Absorptions- und Emissionsverhalten. Dabei ist von besonderer Bedeutung, 
dass die gewählten Fluoreszenzmarker CFP und YFP das effektivste bekannte Donor-
Akzeptor-Paar für die Analyse mittels FRET darstellen. Mit diesem Fusionsprotein liegt eine 
Positivkontrolle für Studien zum FRET vor, welche sowohl für die Analyse mit dem 
konfokalen Laser-scanning Mikroskop, als auch im Fluoreszenzspektrometer (3.4.2) genutzt 
werden kann. 
Expression der Fusionsproteine gp130-ET-CFP und gp130-ET-YFP in COS7-Zellen 
Abb. 16: Expression der 
Fusionsproteine gp130-ET-
CFP und gp130-ET-YFP in 
COS7-Zellen. LSM-Aufnahme 
von transient mit gp130-ET-CFP 
(links) bzw. gp130-ET-YFP 
(rechts) transfizierten COS7-
Zellen. Transfektion und Fixie-
rung wie im Text beschrieben. 
Nach Auswahl einer fluoreszie-
renden Zelle im okularvisuellen 
Modus wurden die Zellen mit 
Laserlicht von 458 nm (CFP) 
bzw. 514 nm (YFP) angeregt 
und mit den entsprechenden 
Filtern detektiert. Die Bilder wur-
                 den entsprechend der detek-
                 tierten Wellenlänge eingefärbt.
Mit Hilfe der LSM können durch Anwendung verschiedener Techniken Protein-Protein-
Wechselwirkungen untersucht werden. Im Bereich der Arbeitsgruppe ist besonders die 
Untersuchung der Hetero- bzw. Homodimerisierung des gp130 mit verschiedenen Partnern 
von Interesse. Abbildung 16 zeigt die Expression der rezeptorgebundenen fluoreszierenden 
Proteine gp130-ET-CFP (links) und gp130-ET-YFP (rechts) in transient transfizierten COS7-
Zellen. Bei den gp130-ET-Konstrukten handelt es sich um membrandistal von box 1 deletierte 
Rezeptorproteine, welche mit dem CFP bzw. YFP-Protein fusioniert wurden. Die subzelluläre 
Verteilung ist an die Membrankompartimente der Zelle gebunden: Das fehlende 
Internalisierungsmotiv erklärt die deutliche Anreicherung in der Zellmembran. Dass bereits 
unreife Proteine die Fähigkeit zur Fluoreszenz besitzen zeigt die Anreicherung im Bereich des 
Endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates. 
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CFP-Kanal YFP-Kanal
Expression der rezeptorgebundenen FRET-Positivkontrolle gp130-ET-CYFP in COS7-Zellen 
Abb. 17: Expression des 
Fusionsproteins gp130-ET-
CYFP in COS7-Zellen. LSM-
Aufnahme einer transient mit 
gp130-ET-CYFP transfizierten 
COS7-Zelle. Transfektion und 
Fixierung wie im Text be-
schrieben. Nach Auswahl einer 
fluoreszierenden Zelle im okular-
visuellen Modus wurde die Zelle 
mit Laserlicht von 458 nm (CFP) 
bzw. 514 nm (YFP) angeregt 
und mit den entsprechenden 
Filtern detek-tiert. Die Bilder 
wurden entsprechend der detek-
tierten Wellenlänge eingefärbt.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine rezeptorgebundene FRET-Positivkontrolle 
generiert. Hierbei handelt es sich um ein membrandistal von box 1 deletiertes gp130-Protein, 
welches mit dem Fusionsprotein aus CFP und YFP verbunden wurde (2.4.2). Das 
Rezeptorfusionsprotein kann in COS7-Zellen exprimiert werden. Nach Anregung mit 
Laserlicht der entsprechenden Wellenlänge zeigt sich das erwartete Absorptions- und 
Emissionsverhalten (Abb. 17). 
Neben einer starken Färbung des Endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates ist 
die Färbung der Zellmembran zu erkennen. Diese, dem Wildtyp gp130 entsprechende 
Verteilung ist von besonderer Bedeutung für den Einsatz des Konstruktes als Positivkontrolle. 
Bei den gewählten Fluoreszenzmarkern CFP und YFP handelt es sich um das effektivste 
bekannte Donor-Akzeptor-Paar für die Analyse mittels FRET. 
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3.4  Untersuchung von löslichen fluoreszierenden Proteinen mit dem 
 Fluoreszenzspektrophotometer 
Um Untersuchungen zum Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) 
rezeptorgebundener fluoreszierender Proteine mittels fluoreszenzspektroskopischer Methoden 
durchführen zu können, musste zuerst das spektroskopische Verhalten der löslichen GFP-
Varianten CFP, YFP und CYFP untersucht werden. 
Als zelluläre Systeme wurden zwei Zelllinien getestet: COS7-Zellen (Nierenzelllinie aus der 
afrikanischen grünen Meerkatze) und HEK 293-Zellen (humane embryonale Nierenzelllinie). 
Beide lassen sich transient transfizieren, wobei in COS7-Zellen eine höhere Überexpression 
der zutransfizierten Proteine erreicht wird (FACS-Analyse, Daten nicht gezeigt). Dieses 
Merkmal erwies sich als notwendig für die Arbeit am Spektrofluorophotometer, sodass alle 
dargestellten Untersuchungen in COS7-Zellen durchgeführt wurden. 
Um die optimalen Bedingungen für die Fluoreszenzspektroskopie der GFP-Varianten zu 
ermitteln, wurden die Messungen in lebenden Zellen und in Zelllysaten durchgeführt (3.4.1). 
Die optimalen Anregungswellenlängen für cyan, yellow und das Fusionsprotein CYFP 
wurden ermittelt (3.4.2) und ihr Verhalten bei unterschiedlichen pH-Werten (3.4.3) 
untersucht. 
Da das Fusionsprotein aus  CFP und YFP (CYFP), auch zur Klonierung der 
rezeptorgebundenen FRET-Positivkontrolle gp130ET-CYFP (2.4.2) eingesetzt wurde, sollte 
es auf seine Eignung als zytosolische FRET-Positivkontrolle hin untersucht werden (3.4.4). 
 
3.4.1  Die Spektren der löslichen Proteine CFP, YFP und CYFP, Messungen in 
 Zelllysaten und lebenden Zellen 
Die konfokale Laser-scanning Mikroskopie stellt eine Möglichkeit dar, zutransfizierte 
fluoreszierende Proteine in der fixierten und der lebenden Zelle darzustellen. Hierbei kann 
nicht nur die Transfektionseffizienz beurteilt werden, sondern vor allen Dingen auch die 
Verteilung der Proteine in den verschiedenen Zellkompartimenten sichtbar gemacht werden 
(3.3). Eine weitere Möglichkeit fluoreszierende Proteine zu untersuchen stellt die 
Fluoreszenzspektroskopie dar. Die Messung erfolgt in der Küvette, sodass sowohl lebende 
Zellen (als Zellsuspension) als auch Zelllysate untersucht werden können. Die in der Küvette 
vorliegenden Proteine werden mit Licht der gewünschten Wellenlänge angeregt und das 
Emissionsspektrum in einem ausgewählten Wellenbereich aufgezeichnet.  
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Lysate von COS7-Zellen transfiziert mit
 löslichen GFP-Varianten, gemessene Werte
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In einem ersten Schritt sollten die Unterschiede in der Fluoreszenzintensität von Zelllysaten 
und Zellsuspensionen (lebende Zellen) untersucht werden. Hier wurde jeweils eine große 
Zellkulturschale COS7-Zellen mit 4mg der gewünschten DNA peCFP, peYFP oder peCYFP 
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit Brij96 Puffer lysiert, abzentrifugiert und die 
gelösten Proteine in PBS resuspendiert. 
Messungen in Zelllysaten (Abbildungen 18 und 19) 
Abb. 18: Emissionsspektren der löslichen Proteine CFP, YFP und CYFP; Messung in 
Zelllysaten. COS7-Zellen wurden transient mit peCFP, peYFP bzw. peCYFP transfiziert und nach 
48h mit Brij-Puffer lysiert. Im Spektrofluorophotometer wurden die Lysate mit Licht der 
entsprechenden Wellenlänge angeregt (432 nm für CFP und CYFP, 514nm für YFP) und die 
Emissionsspektren aufgezeichnet. Dargestellt sind die gemessenen Werte. 
Diese Proteinlösungen wurden mit den aus der Literatur [82] bekannten optimalen 
Anregungswellenlängen, 432 nm für CFP und CYFP, sowie 514 nm für YFP angeregt und 
ihre Emissionsspektren (im Bereich von 450 bis 600 nm) aufgezeichnet (Abb.18). Es zeigen 
sich die charakteristischen Spektren. Das CFP-Emissionsspektrum (à) weist ein 
Fluoreszenzmaximum bei 475 nm und eine Schulter bei 510 nm auf. Das YFP-Spektrum (- -) 
zeigt einen eingipfeligen Verlauf mit einem Maximum bei 525 nm. Das Fusionsprotein CYFP 
zeigt nach Anregung mit 432 nm einen zweigipfeligen Verlauf mit dem CFP-peak bei 510 nm 
und einem zweiten YFP-peak bei 525 nm (¾). Exzitation mit 514 nm führt nur zur Anregung 
des YFP-Anteils und resultiert in einem reinen YFP-Spektrum (Daten nicht gezeigt). 
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Lysate von COS7-Zellen transfiziert mit 
löslichen GFP-Varianten, normiert
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Abb. 19: Emissionsspektren der löslichen Proteine CFP, YFP und CYFP; Messung in 
Zelllysaten. COS7-Zellen wurden transient mit peCFP, peYFP bzw. peCYFP transfiziert und nach 
48h mit Brij-Puffer lysiert. Im Spektrofluorophotometer wurden die Lysate mit Licht der 
entsprechenden Wellenlänge angeregt (432 nm für CFP und CYFP, 514 nm für YFP) und die 
Emissionsspektren aufgezeichnet. Dargestellt sind die normierten Spektren, hierzu wurde das 
Fluoreszenzmaximum gleich 1,0 gesetzt. 
Wie bereits bei den Untersuchungen mit dem konfokalen Laser-scanning Mikroskop fällt die 
erheblich höhere (Faktor 5) Fluoreszenz des YFP gegenüber dem CFP auf. Dieser Effekt lässt 
sich auch nicht durch eine Transfektion mit größeren DNA-Mengen ausgleichen (Daten nicht 
gezeigt) und beruht wahrscheinlich auf chemischen Eigenschaften des YFP-Fluorophores. In 
Abb.19 sind die normierten Spektren dargestellt. Für jedes Einzelspektrum wurde die 
maximale Fluoreszenzintensität gleich 1 gesetzt (à CFP, - - YFP, ¾ CYFP). 
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Lebende COS7-Zellen transfiziert mit 
löslichen GFP-Varianten, gemessene Werte
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Messungen in lebenden Zellen (Abbildungen 20 und 21) 
Abb.20: Emissionsspektren der löslichen Proteine CFP, YFP und CYFP; Messung in lebenden 
Zellen. COS7-Zellen wurden transient mit peCFP, peYFP bzw. peCYFP transfiziert. Nach 48h wurden 
die Zellen mit PBS-EDTA von der Zellkulturschale gelöst, abzentrifugiert und in PBS resuspendiert. Im 
Spektrofluorophotometer wurden die Zellsuspensionen mit Licht der entsprechenden Wellenlänge 
angeregt (432 nm für CFP und CYFP, 514 nm für YFP) und die Emissionsspektren aufgezeichnet. 
Dargestellt sind die gemessenen Werte. 
Abb. 21: Emissionsspektren der löslichen Proteine CFP, YFP und CYFP; Messung in lebenden 
Zellen. COS7-Zellen wurden transient mit peCFP, peYFP bzw. peCYFP transfiziert. Nach 48 h 
wurden die Zellen mit PBS-EDTA von der Zellkulturschale gelöst, abzentrifugiert und in PBS 
resuspendiert. Im Spektrofluorophotometer wurden die Zellsuspensionen mit Licht der 
entsprechenden Wellenlänge angeregt (432 nm für CFP und CYFP, 514 nm für YFP) und die 
Emissionsspektren aufgezeichnet. Dargestellt sind die normierten Spektren, hierzu wurde das 
Fluoreszenzmaximum gleich 1,0 gesetzt. 
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Analog zu den Untersuchungen mit Zelllysaten wurden von transfizierten COS7-Zellen 
Zellsuspensionen hergestellt und gemessen. Die adhärenten Zellen wurden 48 h nach 
Transfektion mit PBS/EDTA von der Zellkulturschale gelöst, abzentrifugiert und in PBS 
resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden mit den entsprechenden Wellenlängen angeregt 
und die Emissionsspektren aufgezeichnet (Abb. 20). 
Es zeigen sich die aus der Literatur [82] bekannten Emissionsspektren. Noch ausgeprägter als 
bei der Messung von Zelllysaten fällt die geringe Fluoreszenzintensität des CFP gegenüber 
dem YFP (Faktor 50) auf. Analog wurde deshalb eine Normierung durchgeführt, bei der 
jeweils das Fluoreszenzmaximum gleich 1 gesetzt wurde (Abb. 21). 
Sowohl in Zelllysaten als auch in Zellsuspensionen können die charakteristischen 
Emissionsspektren der löslichen fluoreszierenden Proteine CFP, YFP und CYFP 
aufgezeichnet werden. In beiden Fällen ist die Fluoreszenzintensität, besonders für YFP, in 
Zellsuspensionen höher. Deshalb werden die folgenden Versuche soweit möglich mit 
lebenden Zellen durchgeführt. 
3.4.2  Einfluss der Anregungswellenlänge auf die Spektren und die Fluoreszenz-
 intensität der löslichen fluoreszierenden Proteine  
Um eine Charakterisierung der benutzten Varianten des GFP, CFP, YFP und das 
Fusionsprotein CYFP, hinsichtlich ihres spektralen Verhaltens durchzuführen, wurden COS7-
Zellen mit den genannten Konstrukten transfiziert. Nach 48 h erfolgte die Ablösung mit 
PBS/EDTA und nach Zentrifugation eine Resuspension in PBS. Jede Zellsuspension wurde 
mit Licht der Wellenlänge zwischen 250 und 520 nm angeregt. Hiermit soll überprüft werden, 
ob die in der Literatur angegebenen optimalen Anregungswellenlängen für die hier 
verwendeten Proteine übernommen werden können. Besonders interessant ist auch die 
Änderung des CFP-Emissionsspektrums bei Anregung des Proteins mit der optimalen YFP-
Anregungswellenlänge und umgekehrt. 
In Abb. 22 ist der Einfluss der Anregungswellenlänge auf das Emissionsspektrum des CFP-
Proteins dargestellt. 
Anregung mit Licht der Wellenlänge von 310 (hellgrün) bis 458 nm (lila, 
Anregungswellenlänge am Laser-scanning Mikroskop) führt zu einen charakteristischen 
Spektrum mit einem peak bei 475 nm und einer Schulter bei 510 nm, jedoch ist die Intensität 
um einen Faktor 2-12 niedriger als bei optimaler Exzitation mit 432 nm (blau). 
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Abb. 22: Einfluss der Anregungs-
wellenlänge auf das Emissions-
spektrum des CFP. COS7-Zellen 
wurden transient mit peCFP 
transfiziert und nach 48 h mit 
PBS/EDTA von der Zellkulturschale 
gelöst, abzentrifugiert und in PBS 
resuspendiert. Im Spektrofluoro-
photometer wurden die Emissions-
spektren der Zellsuspensionen nach 
Anregung mit Licht unter-
schiedlicher Wellenlänge aufge-
zeichnet. 
 
Abb. 23: Einfluss der Anregungs-
wellenlänge auf das Emissions-
spektrum des YFP. COS7-Zellen 
wurden transient mit peYFP 
transfiziert und nach 48 h mit 
PBS/EDTA von der Zellkulturschale 
gelöst, abzentrifugiert und in PBS 
resuspendiert. Im Spektrofluoro-
photometer wurden die Emissions-
spektren der Zellsuspensionen nach 
Anregung mit Licht der Wellenlänge 
von 432 bis 520 nm aufgezeichnet. 
 
 
 
 
Abb. 24: Einfluss der Anregungs-
wellenlänge auf das Emissions-
spektrum des CYFP. COS7-Zellen 
wurden transient mit peCYFP 
transfiziert und nach 48 h mit 
PBS/EDTA von der Zellkulturschale 
gelöst, abzentrifugiert und in PBS 
resuspendiert. Im Spektrofluoro-
photometer wurden die Emissions-
spektren der Zellsuspensionen nach 
Anregung mit Licht unter-
schiedlicher Wellenlänge aufge-
zeichnet. Die untere Abbildung 
verdeutlicht die Unterschiede in den 
Fluoreszenzmaxima nach Anre-
gung mit 432 und 514 nm. 
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Deutlich ist auch zu erkennen, dass die Anregung mit der für YFP-Exzitation eingesetzten 
Wellenlänge 514 nm nicht zu einer Anregung des CFP führt, lediglich Streustrahlung ist zu 
detektieren (gelb).  
Zellsuspensionen von mit peYFP transfizierten Zellen wurden ebenfalls mit Licht 
verschiedener Wellenlängen angeregt. In Abb. 23 sind die Emissionsspektren nach Anregung 
mit 432 bis 520 nm gezeigt. 
Eindeutig ist zu erkennen, dass die für CFP-Anregung am Spektrofluorophotometer 
eingesetzte Wellenlänge von 432 nm (blau), genauso wie die bei der LSM eingesetzte von 
458 nm (grün), nur zu einer minimalen Anregung des YFP-Proteins führt (Abb. 23). Die 
Fluoreszenzintensität nach Exzitation mit 514 nm liegt bei mehr als 1 Million 
Fluoreszenzeinheiten, ausserhalb des mit dem Spektrofluorophotometer detektierbaren 
Bereichs (gelb). 
Für die Arbeit mit den einzelnen, fluoreszierenden Proteinen CFP und YFP ist im 
wesentlichen die maximale Fluoreszenzintensität des spezifischen peaks von Bedeutung. Für 
die Untersuchungen von Protein-Protein-Wechselwirkungen mittels FRET ist jedoch auch das 
Verhältnis beider peaks zueinander ausschlaggebend. Im CFP-YFP-Fusionsprotein (CYFP), 
welches als zytosolische FRET-Positivkontrolle dient, liegen die CFP und YFP-Anteile 
äquimolar vor. In der Abbildung 24 (oben) ist das Verhalten des CFP-YFP-Fusionsproteins 
nach Exzitation mit verschiedenen Wellenlängen dargestellt. Zwei Erkenntnisse sind hierbei 
besonders hervorzuheben. Anregung mit 410 nm (lila) führt, ebenso wie die Anregung mit 
432 nm (blau), zu einem maximalen YFP-peak bei 525 nm. Das Verhältnis CFP zu YFP-peak 
ist jedoch unterschiedlich: bei 410 nm beträgt es 1,3, bei 432 nm 3,4. 
Bei Anregung mit 432 nm, also optimaler Anregung der CFP-Komponente, kommt es zu 
einem höheren Energietransfer auf das YFP-Akzeptor-Fluorophor. Dies zeigt sich in einer 
relativ niedrigen CFP-Fluoreszenz und eines daraus resultierenden höheren 
Fluoreszenzmaximums des YFP-Anteils. Wieder fällt die wesentlich höhere 
Fluoreszenzintensität des YFP-Fluorophores auf (Abb.24 unten, gelb). Die Abb.24 unten zeigt 
den Vergleich der Intensitäten bei Anregung mit den jeweils optimalen Wellenlängen für die 
Einzelproteine. Die maximal aufgezeichnete Fluoreszenz für die CFP-Komponente beträgt 
18.000 relative Fluoreszenzeinheiten, bei optimaler Anregung des YFPs mit 514 nm werden 
500.000 relative Fluoreszenzeinheiten aufgezeichnet, ein bekannter Effekt, der auf 
chemischen Eigenschaften der Fluorophore beruht. 
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3.4.3  Einfluss des pH-Wertes auf die Spektren und die Fluoreszenzintensität der 
 löslichen fluoreszierenden Proteine  
Für das Wildtyp-GFP aus der Qualle A.victoria, aus dem durch eingefügte Mutationen die 
Varianten CFP und YFP konstruiert wurden, ist ein Einfluss des pH-Werts auf die 
Fluoreszenzintensität schon lange bekannt [98, 99]. Bei steigendem pH bis zu einem Wert von 
10-11, an dem es zu einem Verlust der Tertiärstruktur kommen kann, zeigt sich im GFP-
Emissionsspektrum eine Erhöhung des 475 nm-peaks bei gleichzeitiger Erniedrigung des 395 
nm-peaks. Als Erklärung hierfür wird angenommen, dass der 475 nm-peak durch deproto-
nierte oder anionische GFP-Chromophore entsteht, wohingegen der 395 nm-peak das 
protonierte oder neutrale Chromophor repräsentiert [100]. 
Verschiedene häufig eingesetzte Puffer unterschiedlichen pH-Werts wurden hinsichtlich ihres 
Einflusses auf das Emmisionsspektrum von CFP, YFP und CYFP untersucht. Insbesondere 
eventuelle Verschiebungen der Intensitätsmaxima sowie Änderungen der Fluoreszenz-
intensität sollten analysiert werden. Als zelluläres System wurden, wie in allen Versuchen 
COS7-Zellen verwendet. Es erfolgte eine transiente Transfektion mit den oben erwähnten 
Konstrukten und eine Lyse mit Brij-Puffer nach 48 h. 
Folgende Puffer wurden eingesetzt: pH 6,4 und 6,9: 1 M Na-Citrat-Puffer 
  pH 7,4: PBS 
  pH 7,9 und 8,4: 1 M Tris/HCl-Puffer 
Ausgehend von einem pH-Wert von 8,0 im Brij-Lysat, wurde jeweils 1 ml Lysat mit Hilfe 
von NAP-5-Säulen nach Herstellerangaben auf den gewünschten pH-Wert umgepuffert. Der 
pH-Wert aller so gewonnenen Proben wurde nochmals mit dem pH-Meter nachgeprüft. Die 
Proben wurden auf Eis bewahrt um pH-Änderungen durch Temperaturwechsel 
auszuschließen. Anschließend erfolgte die Messung im Fluoreszenzspektrometer, 
Emissionsspektren im Bereich zwischen 450 und 600 nm wurden nach Anregung mit 432 nm 
für CFP und CYFP bzw. mit 524 nm für YFP aufgezeigt und sind in den Abbildungen 25 bis 
27 dargestellt. 
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Einfluss des pH-Werts auf das 
Emissionsspektrum des YFP
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Einfluss des pH-Werts auf die Emissionsspektren des CFP und YFP (Abb. 25 und 26) 
Abb. 25: Einfluss 
des pH-Werts auf 
das Emissionsspek-
trum des CFP. 
COS7-Zellen wurden 
mit peCFP transient 
transfiziert und nach 
48 h mit Brij-Puffer 
lysiert. Je 1 ml Lysat 
wurde über NAP-5-
Säulen auf die 
angegebenen pH-
Werte von 6,4 bis 8,4 
umgepuffert wie im 
Text beschrieben. 
Nach Anregung mit 
Licht der Wellenlänge 
432 nm wurden die 
Emissionsspektren 
aufgezeichnet. 
Abb. 26: Einfluss 
des pH-Werts auf 
das Emissionsspek-
trum des YFP. 
COS7-Zellen wurden 
mit peYFP transient 
transfiziert und nach 
48 h mit Brij-Puffer 
lysiert. Je 1 ml Lysat 
wurde über NAP-5-
Säulen auf die 
angegebenen pH-
Werte von 6,4 bis 8,4 
umgepuffert wie im 
Text beschrieben. 
Nach Anregung mit 
Licht der Wellenlänge 
514 nm wurden die 
Emissionsspektren 
aufgezeichnet. 
 
Für alle pH-Werte ist der gleiche Verlauf des Emissionsspektrums zu erkennen, bei keinem 
Wert kommt es zu einer Verschiebung des Spektrums, bzw. des Intensitätsmaximums. 
Deutlich lässt sich eine pH-Abhängigkeit der Fluoreszenzintensität erkennen. 
Das Fluoreszenzmaximum des CFP-Spektrums (Abb. 25) bei 475 nm, ebenso wie die 
„Schulter“ bei 510 nm liegen bei einem pH von 8,4 (blau) um den Faktor 1,7 höher als bei pH 
6,4 (grün). 
Der gleiche Effekt zeigt sich auch im YFP-Spektrum (Abb. 26). Eine Erhöhung des pH-Werts 
von 6,4 (grün) auf 8,4 (blau) führt zu einer Erhöhung des Intensitätsmaximums bei 525 nm 
um den Faktor 1,3. 
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Einfluss des pH-Werts auf das 
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Einfluss des pH-Werts auf das Emissionsspektrum des CYFP (Abb. 27) 
Abb. 27: Einfluss 
des pH-Werts auf 
das Emissions-
spektrum des CYFP. 
COS7-Zellen wurden 
mit peCYFP transient 
transfiziert und nach 
48 h mit Brij-Puffer 
lysiert. Je 1 ml Lysat 
wurde über NAP-5-
Säulen auf die 
angegebenen pH-
Werte von 6,4 bis 8,4 
umgepuffert wie im 
Text beschrieben. 
Nach Anregung mit 
Licht der Wellenlänge 
432 nm wurden die 
Emissionsspektren 
aufgezeichnet. 
Eine pH-Werterhöhung von 6,4 (grün) auf 8,4 (blau) führt im Bereich des YFP-peaks (bei  
525 nm) zu einer Intensitätserhöhung um den Faktor 4. Dies lässt sich für den CFP-peak bei 
470 nm nicht beschreiben. Hier ist bei den pH-Werten 6,9 (pink) und 7,4 (gelb) eine 
Erhöhung gegenüber pH 6,4 (grün) zu beobachten, jedoch kommt es bei einem weiteren 
Ansteigen des pH-Wertes wieder zu einer Erniedrigung des Intensitätmaximums Dieses 
Verhalten des Fusionsproteins CYFP ist im Hinblick auf die Untersuchungen zum FRET 
besonders positiv. Anregung des CFP bei einem pH zwischen 7,9 (türkis) und 8,4 (blau) führt 
zu starkem Energietransfer vom Donor auf den Akzeptor, der sich in einem hohen 
Intensitätsmaximum des YFP-peaks, bei gleichzeitig niedrigem CFP-peak äußert. 
Aus den oben beschriebenen Untersuchungen ergibt sich, dass der ideale Puffer einen pH-
Wert zwischen 7,9 und 8,4 aufweist. Aus diesem Grund wurde für alle 
Spektrofluorophotometerversuche mit Zelllysaten der von A. Timmermann modifizierte Brij-
Puffer (pH 8,0) eingesetzt. Wurden Versuche mit lebenden Zellen durchgeführt, so wurden 
diese mit PBS-EDTA von der Zellkulturschale gelöst und nach Zentrifugation wieder in PBS 
(pH 7,4) aufgenommen. 
3.4.4 Analyse des CYFP-Fusionsproteins als zytosolische FRET-Positivkontrolle 
Eine Möglichkeit Protein-Protein-Wechselwirkungen zu untersuchen stellt die Analyse des 
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfers dar. Der FRET-Effekt beruht auf einer 
strahlungsarmen Energieübertragung zwischen zwei Fluorophoren, vermittelt durch Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen. 
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Voraussetzung für den Energietransfer ist, dass das Fluoreszenzemissionsspektrum des 
Donorfluorophores zumindest teilweise mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors 
übereinstimmt. Diese Bedingungen werden von CFP und YFP, dem bekanntesten und 
effektivsten Donor-Akzeptor-Paar erfüllt. Nach Anregung des Donors mit Licht der 
Wellenlänge 432 nm zeigt das Emissionsspektrum nicht nur den CFP-peak bei 475 nm (Abb. 
19, à), sondern auch einen zweiten peak bei 525 nm, entsprechend dem bekannten YFP-
Spektrum (Abb. 19, - -). Der Vektor für die zytosolische FRET-Positivkontrolle (peCYFP) 
enthält die cDNA für die löslichen Proteine CFP und YFP, verbunden über einen Linker aus 
25 Aminosäuren. Dieses Konstrukt, welches auch zur Klonierung der rezeptorgebundenen 
Positivkontrolle gp130-ET-CYFP (2.4.2) eingesetzt wurde, ist freundlicherweise von Dr. H. 
Sitte (Wien) zur Verfügung gestellt worden. Nach Anregung des Fusionsproteins mit 432 nm 
lässt sich das beschriebene Spektrum aufzeichnen (Abb. 19 ¾), was auf ein FRET-Ereignis 
hindeutet. 
In den für alle Experimente genutzten COS7-Zellen wird nach transienter Transfektion eine 
starke Überexpression der transfizierten Proteine beobachtet. Besonders im Hinblick auf die 
Experimente zur stimulationsabhängigen Dimerisierung von gp130 ist es also wichtig 
auszuschließen, dass eine reine Konzentrationserhöhung der fluoreszierenden Proteine im 
Zytosol die FRET-Partner in einen so geringen Abstand zueinander bringt, dass ein 
unkontrollierter Energietransfer auftritt. In diesem Fall wäre die Positivkontrolle wertlos. 
Es soll nun eine Proteinlösung hergestellt werden, welche die äquimolaren Verhältnisse 
innerhalb des CYFP-Fusionsproteins nachbildet. Hierzu wurden aus mit den jeweiligen 
Konstrukten transient transfizierten COS7-Zellen CFP- und YFP-Proteinlösungen hergestellt 
wie zuvor (3.4.1) beschrieben. 
Das Emissionsspektrum des CYFP (Abb.24 unten) weist zwei Fluoreszenzmaxima von ca. 
5000 relativen Einheiten bei 475 nm (CFP-peak, blau, Anregungswellenlänge 432 nm) und 
ca. 500000 bei 525 nm (YFP-peak, gelb, Anregungswellenlänge 514 nm) auf.  
Zuerst wurden beide Lösungen soweit verdünnt, dass ihre Fluoreszenzmaxima mit denen des 
CYFP-Proteins (Abb. 24) übereinstimmen (Abb. 28, CFP à und Abb. 29, YFP - -). Danach 
wurden CFP- und YFP-Lösung im Verhältnis 1:1 vereinigt und gut gemischt. Wie innerhalb 
des Fusionsproteins sollen so die beiden Komponenten annähernd äquimolar vorliegen. 
Dieser Mix wurde direkt nach Vereinigung und in Abständen von 5 Minuten bis zu einer 
Stunde sowohl nach Anregung mit 432 nm (Abb. 28 ¾) als auch mit 514 nm (Abb. 29 O) 
gemessen. 
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Abb. 28: Analyse des 
CYFP als zytosolische 
FRET-Positivkontrolle, 
CFP-Komponente. 
COS7-Zellen wurden mit 
peCFP transient trans-
fiziert. 48 h nach der 
Transfektion erfolgte die 
Lyse mit Brij-Puffer. Das 
CFP-Lysat wurde mit  
432 nm angeregt und ein 
Emissionsspektrum auf-
gezeichnet (Daten nicht 
gezeigt). Die Probe 
wurde soweit mit PBS 
verdünnt, bis das Inten-
sitätsmaximum der Probe 
dem CFP-peak der 
CYFP-Probe (vgl. Abb. 24, blau) entsprach (à). Eine Proteinlösung aus 400 ml CFP-Verdünnung und 
400 ml YFP-Verdünnung wurde hergestellt und das Emissionsspektren nach Anregung mit 514 nm 
(¾) aufgezeichnet. Messzeitpunkt 5 Minuten nach Vereinigung der Proteinlösungen. 
 
Abb. 29: Analyse des 
CYFP als zytosolische 
FRET-Positivkontrolle, 
YFP-Komponente. 
COS7-Zellen wurden mit 
peYFP transient trans-
fiziert. 48 h nach der 
Transfektion erfolgte die 
Lyse mit Brij-Puffer. Das 
YFP-Lysat wurde mit  
514 nm angeregt und ein 
Emissionsspektrum auf-
gezeichnet (Daten nicht 
gezeigt). Die Probe 
wurde soweit mit PBS 
verdünnt, bis das 
Intensitätsmaximum der 
Probe dem YFP-peak der 
CYFP-Probe (vgl. Abb. 24, gelb) entsprach (- -). Eine Proteinlösung aus 400 ml YFP-Verdünnung und 
400 ml CFP-Verdünnung wurde hergestellt und das Emissionsspektren nach Anregung mit 514 nm (O) 
aufgezeichnet. Messzeitpunkt 5 Minuten nach Vereinigung der Proteinlösungen. 
Zu keinem Zeitpunkt konnte ein FRET-Spektrum aufgezeichnet werden, lediglich die 
Einzelspektren für beide Proteine, ein Energie Transfer zwischen CFP und YFP kann 
weitestgehend ausgeschlossen werden. 
Das CYFP-Protein kann in weiteren Versuchen als zytosolische FRET-Positivkontrolle 
eingesetzt werden, da ausgeschlossen werden kann, dass reine Überexpression seiner 
Einzelkomponenten CFP und YFP zu einem detektierbaren FRET-Ereignis führt. Auf das 
Verhalten des Proteins nach Fusion mit dem gp130-ET-Konstrukt und sein Einsatz als 
rezeptorgebundene FRET-Positivkontrolle wird im Abschnitt 3.5.4 eingegangen. 
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3.5  Untersuchung von rezeptorgebundenen fluoreszierenden Proteinen mit 
 dem Fluoreszenzspektrophotometer 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll eine Charakterisierung der mit fluoreszierenden 
Proteinen fusionierten gp130-Konstrukte durchgeführt werden. Hierzu gehört neben den 
molekularbiologischen Untersuchungen zur biologischen Aktivität der Rezeptoren (3.2) auch 
eine spektrofluorophotometrische Analyse. Diese Daten sind besonders im Hinblick auf die 
Untersuchungen von Protein-Protein-Wechselwirkungen mit Hilfe des Fluoreszenz Resonanz 
Energie Transfers am LSM von Interesse. Der folgende Abschnitt beschäftigt sich mit den 
Emissionsspektren der Einzelproteine gp130-ETC-CFP, gp130-ETC-YFP und gp130-ET-
CYFP, sowie deren Beeinflussung durch Eigenfluoreszenz der eingesetzten Zellen. Im 
nächsten Kapitel (3.6) werden erste Ergebnisse zu Untersuchung des FRET in mit Donor-
Akzeptor-Paar cotransfizierten Zellen dargestellt. 
3.5.1 Die Spektren untransfizierter Zellen 
Wie aus Untersuchungen mit dem LSM bekannt, weisen COS7-Zellen eine Eigenfluoreszenz 
auf, sodass davon ausgegangen werden muss, dass dieses Phänomen auch Einfluss auf 
Messungen mit dem Spektrofluorophotometer hat. 
Um diesen Effekt kontrollieren zu können, wurden die Emissionsspektren untransfizierter, 
lebender COS7-Zellen nach Anregung mit den für CFP, CYFP (432 nm) und YFP (514 nm) 
eingesetzten Wellenlängen aufgezeichnet. Die Abbildung 30 (links) zeigt deutlich, dass eine 
Anregung mit 514 nm zu keiner Fluoreszenz führt (¾), hingegen die Anregung mit 432 nm 
zu einem Spektrum führt, welches dem CFP-Spektrum ähnelt (D). Die Eigenfluoreszenz des 
DMEM-Mediums ist so gering, dass sie zu vernachlässigen ist. 
Abb. 30.: Eigenfluoreszenz von untransfizierten Zellen und Nährmedium. Untransfizierte COS7-
Zellen wurden mit PBS-EDTA von der Zellkulturschale gelöst, abzentrifugiert und in PBS 
resuspendiert. Nach Anregung mit 432 bzw. 514 nm wurden Emissionsspektren aufgezeichnet (links). 
Die rechte Abbildung zeigt die Emissionsspektren des DMEM-Mediums nach Anregung mit den 
Wellenlängen 432 und 514 nm. 
DMEM-Medium mit Glutamax1, 10% 
FCS, 1% Pen/Strep
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Spektren von lebenden COS7-Zellen transfiziert mit gp130-
ETC-CFP oder Leervektor
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3.5.2 Die Spektren des gp130-ETC-CFP und gp130-ETC-YFP 
Aus Untersuchungen von mit löslichen, fluoreszierenden Proteinen transfizierten Zellen ist 
bereits die höhere Fluoreszenzintensität bei Messung von lebenden Zellen im Vergleich zu 
Lysaten bekannt. Diese Ergebnisse fanden sich auch bei der Messung der rezeptorgebundenen 
GFP-Varianten (Daten nicht gezeigt), sodass im Folgenden auch nur diese Ergebnisse 
dargestellt werden. COS7-Zellen wurden transient mit 4 mg  der für gp130-ETC-CFP 
kodierenden cDNA transfiziert. Nach 48 h erfolgte die Ablösung der adhärent wachsenden 
Zellen von der Zellkulturschale mit PBS/EDTA, und nach Abzentrifugation die Resuspension 
in PBS. 
Abb. 31: Emmisionsspektren von lebenden COS7-Zellen transfiziert mit gp130-ETC-CFP oder 
Leervektor. COS7-Zellen wurden transient mit gp130-ETC-CFP oder mit pSVL-Leervektor transfiziert. 
Nach 48 h wurden die Zellen mit PBS-EDTA von der Zellkulturschale gelöst und nach Zentrifugation in 
PBS resuspendiert. Nach Anregung mit 432 nm (à) und 514 nm (- -) wurden für das gp130-ETC-CFP 
die dargestellten Emissionsspektren aufgezeichnet. Für die mit Leervektor transfizierten Zellen ergibt 
sich nach Anregung mit 432 nm das ¾-Spektrum. 
Abb. 32: Standardisierte Spektren 
von lebenden COS7-Zellen 
transfiziert mit gp130-ETC-CFP.  
COS7-Zellen wurden transient mit 
gp130-ETC-CFP transfiziert und 
nach 48 h mit PBS-EDTA von der 
Zellkulturschale gelöst. Nach der 
Abzentrifugation erfolgte die Resus-
pension in PBS und die Messung im 
Fluorispektrophotometer mit der 
Anregungswellenlänge 432 nm (¾). 
Die Daten wurden standardisiert wie 
im Text beschrieben. Zum Vergleich 
ist ein peCFP Spektrum (O) 
eingezeichnet. 
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Spektrum von lebenden COS7-Zellen transfiziert mit 
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In Abbildung 31 sind die nach Anregung mit 432 (à) und 514 nm (- -) aufgezeichneten 
Emissionsspektren dargestellt. Zusätzlich wurde eine Zellsuspension mit Leervektor 
transfizierter Zellen in gleicher Weise behandelt und gemessen. Die Eigenfluoreszenz der 
Zellen nach Anregung mit 432 nm führt zu einem dem CFP ähnlichen Spektrum  
(¾, vergleiche auch 3.5.1). 
Um die Störeffekte durch die Eigenfluoreszenz der COS7-Zellen auszuschalten, wurde das 
gemessene Spektrum vom Spektrum der mit gp130-ETC-CFP transfizierten Zellen subtrahiert 
(Abb. 32 O). Das Fluoreszenzmaximum bei 475 nm (CFP-peak) wurde gleich eins gesetzt und 
zum Vergleich ein ebenso normiertes CFP-Spektrum (¾) eingezeichnet. 
Deutlich lässt sich jetzt ein typisches CFP-Spektrum mit einem peak bei 475 und einer 
„Schulter“ bei 510 nm erkennen. 
COS7-Zellen wurden mit gp130-ETC-YFP transfiziert und aufbereitet wie zuvor beschrieben. 
Nach Anregung mit 514 nm wurde das in Abb. 33 dargestellte Emissionsspektrum auf-
gezeichnet (- -). Da eine Eigenfluoreszenz der Zellen bei dieser Wellenlänge nicht beobachtet 
wird, ist lediglich die vorher beschriebene Standardisierung des Spektrums durchgeführt 
worden. Zum Vergleich ist ein YFP-Spektrum eingezeichnet (¾), beide Spektren weisen den 
charakteristischen YFP-peak bei 525 nm auf. 
Die Fluorophore beider Fusionsproteine zeigen das erwatete Absorptions- und 
Emissionsverhalten. Dies erlaubt die gleichzeitige unabhängige Detektion von cyan und gelb 
fluoreszierenden Proteinen in cotransfizierten Zellen. 
Abb. 33: Standardisiertes 
Spektrum von lebenden COS7-
Zellen transfiziert mit gp130-ETC-
YFP und standardisiert. COS7-
Zellen wurden transient mit gp130-
ETC-YFP transfiziert und nach 48 h 
mit PBS-EDTA von der 
Zellkulturschale gelöst. Nach der 
Abzentrifugation erfolgte die 
Resuspension in PBS und die 
Messung im Fluorispektrophoto-
meter mit der Anregungs wellen-
länge 514 nm. Die Daten wurden 
standardisiert wie im Text beschrie-
ben (¾). Zum Vergleich ist ein 
peYFP Spektrum eingezeichnet(- -). 
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Spektren von lebenden COS7-Zellen transfiziert 
mit gp130-ET-CYFP
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Da die gp130-Fusionsproteine nach Überexpression in COS7-Zellen eine ähnliche 
subzelluläre Verteilung wie der Wildtyp-Rezeptor (vergleiche 3.3) zeigen, lassen sich die 
Proteine für die Untersuchung von Rezeptordimerisierungen mittels der Laser-scanning und 
der Fluoreszenzspektroskopie (siehe 3.6) einsetzen. 
 
3.5.3 Die Spektren des Fusionsprotein gp130-ET-CYFP 
Mit dem CYFP liegt eine zytosolische FRET-Positivkontrolle vor, deren Einsatzmöglichkeit 
in 3.4.4 untersucht wurde. Für die Untersuchungen zur Dimerisierung von fluoreszierenden 
Rezeptorfusionsproteinen mittels Laser-scanning Mikroskopie und Fluoreszenzspektroskopie 
wird analog eine rezeptorgebundene Positivkontrolle benötigt. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine rezeptorgebundene FRET-Positivkontrolle 
generiert. Hierbei handelt es sich um ein membrandistal von box 1 deletiertes gp130-Protein, 
welches mit dem Fusionsprotein aus CFP und YFP verbunden wurde (2.4.2). 
Bei Untersuchungen mit dem LSM konnte gezeigt werden, dass das Rezeptorfusionsprotein 
nach Transfektion in COS7-Zellen exprimiert wird und nach Anregung mit Laserlicht der 
entsprechenden Wellenlänge das erwartete Adsorptions- und Emissionsverhalten, sowie ein 
dem Wildtyp-Rezeptor ähnliches Verteilungsmuster aufweist (vergleiche 3.3). 
Abb. 34: Standardisierte Spektren von lebenden COS7-Zellen transfiziert mit gp130-ET-CYFP. 
Die Zellen wurden transient mit gp130-ET-CYFP transfiziert, nach 48 h erfolgte die Ablösung mit PBS-
EDTA. Die Zellen wurden in PBS resuspendiert und die Emissionsspektren nach Anregung mit  
432 nm (¾) und 514 nm (- -) aufgezeichnet. Die Standardisierung erfolgte wie im Text beschrieben. 
Zum Vergleich ist ein peCYFP Spektrum eingezeichnet (D). 
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Um das Verhalten des Fusionsproteins in der Fluoreszenzspektroskopie zu analysieren, 
wurden COS7-Zellen mit gp130-ET-CYFP transfiziert und aufbereitet wie zuvor beschrieben. 
In Abbildung 34 sind die Emissionsspektren dargestellt, die nach Anregung mit Licht der 
Wellenlänge 432 (¾) und 514 nm (- -) aufgezeichnet wurden. Da im vorliegenden Fall 
wieder eine Beeinflussung des CFP-Spektrums durch die Eigenfluoreszenz der eingesetzten 
Zellen vorliegt, wurde das Spektrum um diese Werte korrigiert und die maximale 
Fluoreszenzintensität gleich 1 gesetzt. 
Der Vergleich mit dem eingezeichneten CYFP-Spektrum (D) zeigt deutlich die 
Funktionsfähigkeit des Fusionsproteins aus CFP und YFP. Aufgrund des FRETs kommt es 
nach Anregung mit 432 nm nicht nur zum CFP-peak bei 475 nm, sondern durch die 
Energieübertragung auch zum YFP-peak bei 525 nm (Abb. 32, ¾). Dieser ist solitär auch 
nach Anregung mit 514 nm zu erkennen (- -). Das gp130-ET-YFP-Fusionsprotein kann somit 
in weiteren Versuchen als membranständige FRET-Positivkontrolle eingesetzt werden. 
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Lysat von COS7-Zellen cotransfiziert mit gp130-ETC-CFP und 
gp130-ETC-YFP, unstimuliert
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3.6 Untersuchungen zur stimulationsabhängigen Homodimerisierung von 
 gp130 und seinen Mutanten mit fluoreszenzspektroskopischen Methoden 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen die fluoreszierenden Rezeptoren nicht nur auf ihre 
biologische Aktivität hin untersucht werden, vielmehr sollen die Fusionsproteine der 
Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen dienen. Neben Techniken zur 
Untersuchung des FRET zwischen CFP und YFP mittels der Laser-scanning Mikroskopie, 
kann auch die Fluoreszenzspektroskopie zur Untersuchung dieses Phänomens genutzt werden. 
Mittels Co-Immunpräzipitationsstudien konnte erstmals die stimulationsunabhängige 
Dimerisierung des gp130 nachgewiesen werden (3.1). Analog hierzu wurde dieser 
Sachverhalt auch fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Um eine möglichst hohe 
Transferrierbarkeit der Ergebnisse zu erzielen, wurde eine Gleichbehandlung der Zellen für 
alle Versuche angestrebt. Als zelluläres System wurden COS7-Zellen benutzt. Die Co-Trans-
fektion der Zellen mit gp130-ETC-CFP und gp-130-ETC-YFP erfolgte jeweils mit denselben 
DNA-Mengen wie bei den Co-Immunpräzipitationen, die Zellen wurden unstimuliert belassen 
und mit Brij96-Puffer lysiert (vergleiche 3.1). 
Abb. 35: Standardisierte Spektren von lebenden, unstimulierten COS7-Zellen cotransfiziert mit 
gp130-ETC-CFP und gp130-ETC-YFP. Die Zellen wurden transient mit gp130-ETC-CFP und gp130-
ETC-YFP cotransfiziert. Nach 48 h erfolgte die Lyse mit Brij-Puffer. Die Lysate wurden mit 432 nm und 
514 nm angeregt und die Emissionsspektren aufgezeichnet. Die Standardisierung erfolgte wie im Text 
beschrieben und ergibt die in ¾ (432 nm) bzw. - - (514 nm) dargestellten Spektren. Zum Vergleich ist 
ein peCYFP Spektrum (D) eingezeichnet. 
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Anregung der Proteinlösung, in der von einem äquimolaren Vorliegen von Donor und 
Akzeptor ausgegangen werden kann, führt zu den in Abbildung 35 dargestellten 
Emissionsspektren. Nach Anregung mit Licht der Wellenlänge 514 nm wird das 
charakteristische YFP-Spektrum aufgezeichnet, mit einem Fluoreszenzmaximum bei 525 nm 
(- -). 
Die Intensität des YFP-Fluorophores ist wesentlich höher als die des CFPs, sodass die 
jeweiligen Fluoreszenzmaxima gleich 1 gesetzt wurden, um einen Vergleich der Spektren zu 
ermöglichen. Nach Anregung der Proteinlösung mit 432 nm zeigt sich ein dreigipfeliges 
Emissionsspektrum, mit Maximalwerten bei 475, 510 und 525 nm (¾). 
Der 475 nm-peak entspricht dem aus dem CFP-Spektrum bekannten Fluoreszenzmaximum, 
die „Schulter“ bei 510 nm ist ebenfalls charakteristischer Bestandteil dieses 
Emissionsspektrums. 
Der zweite peak bei 525 nm entspricht dem Fluoreszenzmaximum des YFP-Fluorophores. 
Dies deutet auf einen Energietransfer vom Donor gp130-ETC-CFP zum Akzeptor gp130-
ETC-YFP hin. Zum Vergleich ist das Emissionsspektrum der rezeptorgebundenen FRET-
Positivkontrolle gp130-ET-CYFP eingezeichnet (D). Ein parallel durchgeführter Versuch mit 
stimulierten Zellen (IL-6/sIL-6R) resultierte in einem vergleichbaren Emissionsspektrum 
(Daten nicht gezeigt). 
Da ein Energietransfer vom Donor auf den Akzeptor nur stattfinden kann, wenn sich beide 
Partner in geeignetem Abstand und Orientierung zueinander befinden, deuten die mit Hilfe 
der Fluoreszenzspektroskopie gewonnen Erkenntnisse, ebenso wie die Ergebnisse der  
Co-Immunpräzipitationsstudien (3.1) auf eine stimulationsunabhängige Homodimerisierung 
des gp130-Rezeptordimers hin. 
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4. Diskussion 
4.1 Gp130 liegt stimulationsunabhängig als präformiertes Dimer in der 
Zellmembran vor 
Das Transmembranprotein gp130 ist die zentrale signaltransduzierende Untereinheit der 
Rezeptoren aller IL-6-Typ Zytokine. Neben IL-6 und anderen Zytokinen gehört zu dieser 
Zytokinfamilie auch das LIF. Die IL-6-Signaltransduktion läuft über das gp130-Homodimer, 
LIF signalisiert über einen Komplex aus gp130 und LIFR. In früheren Arbeiten wurden 
bereits Untersuchungen zur Co-Immunpräzipitation von gp130-Extrazellulärmutanten mit  
IL-6 und löslichem IL-6R durchgeführt [90]. Wenig bekannt ist jedoch über das 
Dimerisierungsverhalten der genannten Rezeptoren in der Plasmamembran. 
Besser erforscht sind der Insulinrezeptor und der EPOR, für beide konnte eine Präassoziation 
der beteiligten Komponenten nachgewiesen werden [54, 74]. Die Ligandenbindung führt zu 
einer Konformationsänderung und bringt so die assoziierten oder intrinsischen Tyrosinkinasen 
in den richtigen Abstand und die richtige Position zueinander [75]. Die Dimerisierung ist also 
die ausreichende Bedingung für die Signaltransduktion, jedoch ist erst eine definierte 
Konformationsänderung hinreichend. In einem von Schlessinger [55] aufgestellten Modell 
wird davon ausgegangen, dass sich Rezeptormonomere auf der Zellmembran in einem 
Gleichgewicht mit ihren inaktiven Dimeren befinden (vergleiche 1.5, Abbildung 6). Ein 
kleiner Anteil dieser Rezeptordimere befindet sich in einem aktiven Zustand, die quaternäre 
Struktur der intra- und extrazellulären Domänen ist kompatibel für Auto- und Trans-
phosphorylierungsvorgänge und Stimulation der Proteinkinaseaktivität. Ligandenbindung an 
die extrazelluläre Domäne stabilisiert die Konformation des aktiven Dimers und ermöglicht 
die konsekutive Signaltransduktion. Das vorgeschlagene Modell geht davon aus, dass aktive 
Dimere auch in Ligandenabwesenheit existieren. Diese Vorstellung stützt sich auf die 
Erkenntnis, dass Autophosphorylierung von Rezeptortyrosinkinasen durch Rezeptor-
überexpression ligandenunabhängig auftreten kann [56]. 
Lässt sich dieses Modell auch auf die Verhältnisse bei der Aktivierung des IL-6 
Rezeptorkomplexes übertragen? Aus früheren Untersuchungen zur Rezeptoraktivierung mit 
monoklonalen Antikörpern [101] ist bekannt, dass ein einzelner Antikörper nicht in der Lage 
ist eine Signaltransduktion zu initiieren, obwohl verschiedene polyklonale Antikörper sehr 
wohl diese Fähigkeit besitzen [102]. Bei der Ausbildung eines signaltransduzierenden 
Komplexes bindet IL-6 zunächst über die site I an den a-Rezeptor (IL-6R). 
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Der entstandene IL-6/IL-6R- Komplex bindet an gp130. Die sites II und III des Zytokins 
dienen der Interaktion mit dem gp130. Die aktive Konformation des gp130-Homodimers wird 
also über eine zweifache Bindung an den Liganden stabilisiert. Dies erklärt, wieso mindestens 
zwei verschiedene Antikörper benötigt werden, um den aktiven Zustand nachzuahmen und so 
eine Signaltransduktion zu ermöglichen. Desweiteren erklärt sich hieraus auch, wieso nach 
gp130-Überexpression, im Gegensatz zu den oben beschriebenen Rezeptortyrosinkinasen, 
keine Aktivierung in Ligandenabwesenheit beobachtet wird.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob das gp130-Homodimer 
präassoziiert in der Zellmembran vorliegt oder erst nach Ligandenbindung ausgebildet wird. 
In Untersuchungen von A. Timmermann [60, 95] konnte mittels Co-Immunpräzipitationen 
nachgewiesen werden, dass das Heterodimer gp130/LIFR erst nach Stimulation mit dem 
Liganden LIF gebildet wird. Um eine möglichst hohe Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu 
gewährleisten, wurden die Co-Immunpräzipitationsstudien nach demselben Versuchsprotokoll 
durchgeführt. Wie auch für die fluoreszenzspektroskopischen Messungen werden erhebliche 
Konzentrationen der zutransfizierten Proteine benötigt, sodass als zelluläres System COS7-
Zellen ausgewählt wurden. 
Es wurde eine transiente Co-Transfektion zweier, sich in ihrem Molekulargewicht deutlich 
unterscheidender gp130-Varianten gewählt um zwischen präzipitierten und copräzipitierten 
Rezeptor unterscheiden zu können (3.1). Zum einen die Co-Transfektion von gp130-ETC-
YFP (ca.175 kDa) mit dem gp130-Wildtyp (ca.130 kDa), zum anderen gp130-ETC-YFP mit 
dem verkürzten gp130g (ca.110 kDa). In zwei parallelen Versuchsansätzen wurden jeweils 
Lysate von mit IL-6/gp80 stimulierten sowie von unstimuliert belassenen Zellen angefertigt. 
Im dargestellten Westernblot (Abb. 11) lässt sich deutlich die Co-Präzipitation des jeweils 
cotransfizierten Rezeptors erkennen. Allerdings ist nach Stimulation eine verstärkte Co-
Präzipitation zu beobachten Diese Ergebnisse sprechen für eine stimulationsunabhängige 
Präassoziation des gp130-Homodimers in der Zellmembran. 
Ähnliche Ergebnisse finden sich auch bei Untersuchungen zum Fluoreszenz Resonanz 
Energie Transfer in mit gp130-ETC-CFP und gp130-ETC-YFP cotransfizierten Zellen (3.6). 
Lysate von stimulierten und unstimuliert belassenen COS7-Zellen zeigen nach Anregung mit 
Licht der Wellenlänge 432 nm nicht nur das erwartete CFP-Emissionspektrum mit einem 
peak bei 475 nm, sondern auch ein zweites Fluoreszenzmaximum bei 525 nm (3.6). Dies 
deutet darauf hin, dass nach Anregung des gp130-ETC-CFP ein Teil der Energie auf das YFP-
Fluorophor des co-transfizierten Rezeptors übertragen wurde. 
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Für das Auftreten des FRET-Effekts ist die räumliche Nähe von Donor und Akzeptor 
entscheidend [84]. In Versuchen mit den löslichen fluoreszierenden Proteinen CFP und YFP 
konnte ausgeschlossen werden, dass reine Konzentrationserhöhung der FRET-Partner durch 
Überexpression in COS7-Zellen zum Auftreten eines derartigen Effekts führt (3.4.4). Es kann 
also davon ausgegangen werden, dass gp130-ETC-CFP und gp130-ETC-YFP sich schon vor 
Stimulation in einem sehr geringen Abstand, im Sinne eines Homodimers, zueinander 
befinden. 
Wie lässt sich dieses Ergebnis mit der Tatsache in Einklang bringen, dass das LIFR-gp130 
Heterodimer erst nach Ligandengabe gebildet wird? Eine mögliche Vorstellung ist die der 
kompetitiven Hemmung wie sie aus der Enzymkinetik bekannt ist. Im Ruhezustand liegt 
gp130 als Homodimer in der Zellmembran vor. Stimulation der Zelle mit IL-6 führt zu einer 
Konformationsänderung des Rezeptordimers mit konsekutiver Signaltransduktion. Kommt es 
zu einem Anfluten von LIF, verdrängt der Komplex aus LIFR und Ligand gp130 aus seiner, 
vermutlich schwachen, Bindung mit einem weiteren gp130. Es bildet sich das zur LIF-
Signaltransduktion benötigte gp130/LIFR-Heterodimer aus. 
Alternativ könnte man sich vorstellen, dass gp130 in der Zellmembran sowohl einzeln als 
auch als Homodimer vorliegt. IL-6 würde nach Bindung an den a-Rezeptor bevorzugt das 
gp130-Homodimer binden. LIF hingegen bindet zunächst den LIFR und rekrutiert dann ein 
monomeres gp130. 
 
4.2 Gp130 ET-YFP ist im Gegensatz zu gp130-ETC-YFP unfähig zur 
Signaltransduktion 
Der Einsatz molekularbiologischer Methoden wie der Copräzipitation zur Analyse von 
Rezeptorkomplexen führt dazu, dass die zellulären Strukturen zerstört werden und die 
Proteine aus dem Umfeld der Zelle entfernt werden. Nur robuste Wechselwirkungen zwischen 
den Rezeptoren, wie sie nach Ligandenbindung und Ausbildung eines signaltransduzierenden 
Komplexes auftreten, werden bei dieser Behandlung nicht zerstört.  
Zur Untersuchung von Proteinen im zellulären Umfeld bietet sich die Methode der laser-
scanning Mikroskopie an. Dazu werden Fluoreszenzmarker benötigt, die z.B. in Form von 
Fusionskonstrukten der zu analysierenden Proteine mit fluoreszierenden Proteinen in der 
Zelle vorliegen können. Dies erlaubt eine Beobachtung von Prozessen in lebenden Zellen. 
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Für die zu diesem Zweck in der Arbeitsgruppe generierten Rezeptoren aus gp130 C-terminal 
fusioniert mit den GFP-Varianten CFP und YFP, konnte die Expression in transfizierten 
Zellen bereits nachgewiesen werden. Wenig bekannt ist jedoch über ihre biologische 
Aktivität. 
Nach gegenwärtiger Vorstellung bewirkt Ligandenbindung an das gp130-Homodimer eine 
Aktivierung und Phosphorylierung der konstitutiv assoziierten Jaks. Die Aktivierung der Jaks 
geschieht durch eine Auto- oder Transphosphorylierung [2]. Dabei kommt Jak1 eine 
essentielle Rolle in der gp130-Signaltransduktion zu [45]. Nachfolgend kommt es zu einer 
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Tyrosine, an die die STAT-Faktoren 1 und 3 binden. 
Die STAT-Faktoren werden daraufhin ebenfalls durch die Jaks phosphoryliert, bilden Homo- 
und Heterodimere und wandern in den Kern, wo sie an spezifische Elemente in den enhancer 
Regionen bestimmter Zielgene binden und so deren Transkription regulieren [2]. 
Aus aktuellen Untersuchungen von C. Haan et al [97] ist bekannt, dass eine reine Assoziation 
von Jak 1 an den aktivierten Rezeptorkomplex nicht ausreichend ist für eine Jak-Aktivierung. 
Vielmehr scheinen Untereinheiten des gp130 an einer korrekten Positionierung der Jaks 
beteiligt zu sein. Deletion der box 2 reduziert die Bindung von endogenem, nicht jedoch von 
überexprimiertem Jak 1 drastisch. Mutation in der interbox 1/box 2-Region resultiert in 
reduzierter STAT-Aktivierung, der Austausch von Tryptophan gegen Alanin an Position 652 
verhindert jegliche Signaltransduktion. Da es sich bei dem gp130-ET-Konstukt um ein 
membrandistal nach box 1 deletiertes Rezeptorprotein handelt, erscheint eine Assoziation von 
Jak 1 fraglich, ihre korrekte Positionierung nahezu unmöglich. 
Um die Konstrukte im Hinblick auf ihre Fähigkeiten zur Signaltransduktion zu 
charakterisieren wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zur Assoziation 
und Aktivierung von Januskinasen durchgeführt. Da auch hier wieder mit zutransfizierten 
Proteinen gearbeitet wird, wurden sämtliche Versuche in den bewährten COS7-Zellen 
durchgeführt. 
Assoziation von Jak1 an fluoreszierende gp130-Varianten 
Das Assoziationsverhalten von Jak 1 an die fluoreszierenden gp130-Fusionsproteine wurde in 
Co-Immunpräzipitationsanalysen untersucht. Hierzu wurden gp130-ETC-YFP (full length 
Konstrukt) und gp130-ET-YFP jeweils mit Jak1 in COS7-Zellen exprimiert. Nach 48 h 
erfolgte die Lyse der Zellen mit anschließender Immunpräzipitation von Jak1 mittels des 
spezifischen Antikörpers HR785. Nach Inkubation des Western Blots mit BP-4 konnte in 
beiden Fällen copräzipitiertes Rezeptorprotein nachgewiesen werden (Abb. 12). 
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Bei einem zweiten Versuchsansatz mit gleich transfizierten Zellen wurde mit Hilfe des  
a-YFP-Antikörpers der Rezeptor immunpräzipitiert. Ebenfalls konnte über die Detektion von 
copräzipitierten Jak1 im Western Blot eine Assoziation beider Proteine nachgewiesen werden 
(3.2.2). Da in Versuchen mit dem Transkriptionsfaktor FKHR eine ungewollte Assoziation 
mit fluoreszierenden Proteinen aufgefallen war [M. Kortylewski, persönliche Mitteilung], 
wurde eine Kontrolltransfektion mit peYFP und Jak 1 durchgeführt. Hierbei konnte eine 
Assoziation der beiden Proteine ausgeschlossen werden. 
Die Ergebnisse legen nahe, dass beide Konstrukte zur Assoziation der für die 
Signaltransduktion benötigten Tyrosinkinasen fähig sind. Bei der Interpretation bleibt 
allerdings zu bedenken, dass 48 h nach der Transfektion eine erhebliche Überexpression der 
zutransfizierten Proteine vorliegt, deren Konzentration nicht der endogenen entspricht. Aus 
Untersuchungen von C. Haan zur Jak-Aktivierung ist bekannt, dass es in transfizierten Zellen 
schon nach ca. 20 h aufgrund der Überexpression zu einer stimulationsunabhängigen Auto- 
und Transphosphorylierung der Jaks kommt [C. Haan, persönliche Mitteilung]. Die 
Vorstellung einer unspezifischen Assoziation überexprimierter Proteine, darf daher nicht 
ausgeschlossen werden. 
Aktivierung von Jak1 durch Stimulation fluoreszierender Rezeptoren 
Eine Assoziation von Januskinasen an den aktivierten Rezeptorkomplex ist nicht 
gleichbedeutend mit einer für die Signaltransduktion nötigen Aktivierung über Auto- und 
Transphosphorylierungsvorgänge [97]. Da es sich bei dem gp130-ET-Konstrukt um einen 
Rezeptor handelt, der membrandistal der box 1 deletiert ist und dem somit die für die 
Aktivierung von Jak1 wichtige interbox 1/box 2 fehlt, soll im folgenden untersucht werden, 
ob eine stimulationsabhängige Jak1-Phosphorylierung möglich ist. 
Hierzu erfolgte die oben beschriebene Co-Transfektion von gp130-ETC-YFP bzw. gp130-ET-
YFP mit Jak1. Um eine stimulationsunabhängige Autophosphorylierung durch Über-
expression weitestgehend zu unterbinden, erfolgte die Immunpräzipitation der Jaks bereits  
18 h nach Transfektion. Im Western Blot konnte nur für die mit dem full length- Konstrukt 
co-exprimierten Jaks nach Stimulation mit IL-6/gp80 eine Tyrosinphosphorylierung 
nachgewiesen werden. Hiermit bestätigt sich die bereits auf Grund von Strukturkenntnissen 
des zytoplasmatischen Rezeptoranteils erhobene Vermutung, dass den verkürzten gp130-ET-
Konstrukten die Fähigkeit zur Signaltransduktion fehlt. 
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4.3 Die Untersuchung von löslichen und rezeptorgebundenen fluoreszierenden 
Proteinen und mittels Fluoreszenzmikroskopie und -spektroskopie 
Zur Untersuchung von Proteinen im zellulären Umfeld bietet sich die Methode der Laser-
scanning Mikroskopie an. Im Gegensatz zu molekularbiologischen Methoden wie der 
Copräzipitation werden hierbei zelluläre Strukturen erhalten und die Proteine nicht aus dem 
Umfeld der Zelle entfernt. Als Fluoreszenzmarker bieten sich für diese Untersuchungen 
Varianten des green fluorescent protein der Qualle A. victoria an, die durch Einführung 
verschiedener Mutationen unterschiedliche Absorptions- und Emissionseigenschaften 
aufweisen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine weitere Methode etabliert, 
Protein-Protein-Wechselwirkungen zu analysieren. Der Einsatz der Fluoreszenzspektroskopie 
ermöglicht es, das spektrale Verhalten der fluoreszierenden Proteinen nach Anregung mit 
Licht der gewünschten Wellenlänge zu untersuchen. Im Gegensatz zur Laser-scanning 
Mikroskopie, bei der nur jeweils eine einzelne lebende oder fixierte Zelle beobachtet werden 
kann, können in der Küvette des Fluoreszenzspektrometers sowohl Zellsuspensionen als auch 
-lysate untersucht werden.  
Die fluoreszierenden Proteine CFP, YFP können in COS7-Zellen transient exprimiert werden. 
Sie entfalten dabei ihre charakteristischen fluoreszierenden Eigenschaften. Wie 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen (3.3) verteilen sich die löslichen in 
Zytoplasma und Zellkern. Aufgrund der fehlenden Signalsequenz findet sich keine 
Anreicherung in subzellulären Membranen. Auffällig sind die Unterschiede in der 
Fluoreszenztintensität der beiden Fluorophore, welche wahrscheinlich auf chemische 
Untersschiede in der Tertiärstruktur zurückzuführen sind. Regelmässig ist die Fluoreszenz des 
YFP-Fluorophores wesentlich höher als die des CFPs, ein Effekt welcher auch in der 
Fluoreszenzspektroskopie beobachtet wird. 
Mit dem Fluoreszenzspektrometer lassen sich für die Proteine die aus der Literatur bekannten 
Emissionsspektren mit Emissionsmaxima von 475 und 510 nm („Schulter“) für CFP und  
525 nm für YFP [82] aufzeichnen. Die bekannten Anregungswellenlängen von 432 nm für 
CFP/CYFP und 514 nm für YFP können für alle weiteren Versuche übernommen werden, da 
eine optimale Anregung der Proteine durch Licht dieser Wellenlänge bestätigt werden konnte. 
Wichtig für Untersuchungen mittels der Laser-scanning Mikroskopie ist, dass eine Anregung 
des YFP mit 458 nm (diese Wellenlänge wird am LSM für die CFP-Exzitation eingesetzt), 
nur zu einer minimalen Emission führt. Diese Beobachtung darf jedoch bei Untersuchungen 
zum FRET am LSM nicht ausser Kontrolle gelassen werden (3.4.2). 
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Die Messungen lassen sich sowohl mit lebenden Zellen als auch mit Lysaten durchführen 
(3.4.1). Die gemessenen Fluoreszenzintensitäten sind in mit äquimolaren DNA-Mengen 
transfizierten Zellen für lebende Zellen höher als für Lysate. Weitere Versuche sollten daher 
möglichst mit Zellsuspensionen durchgeführt werden. 
Bei den beiden beschriebenen Proteinen handelt es sich um das bekannteste und effizienteste 
Donor-Akzeptor-Paar für den Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET). Der FRET-
Effekt beruht auf einer strahlungslosen Energieübertragung zwischen zwei Fluorophoren, 
vermittelt über Dipol-Dipol-Wechselwirkungen. Voraussetzung hierfür ist, dass das 
Emissionsspektrum des Donors (CFP) zumindest teilweise mit dem Anregungsspektrum des 
Akzeptors (YFP) übereinstimmt. Befinden sich die FRET-Partner in geeignetem Abstand  
(ca. 10-12 nm) und Orientierung zueinander, so wird ein Teil der Energie des Donors auf den 
Akzeptor übertragen und führt zu dessen Anregung.  
Mit dem über einen Linker aus 25 Aminosäuren verbundenen Fusionsprotein aus CFP und 
YFP, dem CYFP (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. H. Sitte, Wien), liegt eine 
zytosolische FRET-Positivkontrolle vor. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das 
Verhalten dieses Proteins unter wechselnden Umgebungsparametern untersucht und seine 
Einsatzmöglichkeiten als Positivkontrolle geprüft.  
Nach Transfektion von COS7-Zellen wird das Protein in Zytoplasma und Zellkern exprimiert, 
wie am LSM aufgenommene Bilder zeigen (3.3). Im Fluoreszenzspektrometer lässt sich das 
spektrale Verhalten des Fusionsproteins in Zelllysaten und Zellsuspensionen nach Anregung 
mit Licht der gewünschten Wellenlänge untersuchen. Anregung mit 514 nm führt zu einer 
Anregung des YFP-Anteils und resultiert in dem bekannten Emissionspektrum mit einem 
Maximum bei 525 nm. Wird jedoch das CFP-Fluorophor mit 432 nm angeregt, lässt sich ein 
zweigipfeliges Spektrum aufzeichnen. Neben dem CFP-peak bei 475 nm kommt es durch 
Energieübertragung auf den Akzeptor zu einem zweiten peak bei 525 nm, entsprechend dem 
Emissionsspektrum des YFP-Fluorophores. Um auszuschliessen, dass bereits durch 
Überexpression die fluoreszierenden Proteine im Zytoplasma in einen geeigneten Abstand für 
einen Energietransfer gebracht werden, wurden Versuche mit Proteinlösungen aus CFP und 
YFP durchgeführt. Anregung dieser Proteinlösungen, in denen beide Partner entweder 
äquimolar oder mit einem deutlichen Donor-Überschuss vorlagen, führte niemals zu einem 
FRET-Spektrum. Es konnten jeweils nur die Emisssionsspektren der Einzelproteine 
aufgezeichnet werden (3.4.3). 
Diskussion                                                                                                                                                        69 
Um Mittels der FRET-Methode Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Rezeptorketten 
untersuchen zu können, wurde ausgehend von diesen Ergebnissen eine rezeptorgebundene 
FRET-Positivkontrolle (gp130-ET-CYFP) generiert, auf die später noch ausführlich 
eingegangen wird. 
Sowohl für die Laser-scanning Mikroskopie als auch für die Fluoreszenzspektroskopie ist es 
wichtig, den Einfluss der Umgebungsparameter wie z.B. pH-Wert und Temperatur auf das 
Absorptions- und Emissionsverhalten der eingesetzten Fluorophore zu untersuchen. 
Änderungen der Temperatur beeinflussen den Verlauf der Spektren nicht, selbst wiederholtes 
Auftauen und Einfrieren der Proben führte zu keiner Intensitätsminderung. 
Schon in früheren Untersuchungen wurde ein Einfluss des pH-Wertes auf die 
Fluoreszenzintensität des GFP beschrieben [98, 99]. Bei einem steigenden pH bis zu einem 
Wert von 10-11, bei dem es zu einem Verlust der Tertiärstruktur kommen kann, zeigt sich im 
GFP-Emissionsspektrum eine Erhöhung des 475 nm peaks bei gleichzeitiger Erniedrigung des 
395 nm-peaks. Als Erklärung hierfür wird angenommen, dass der 475 nm-peak durch 
deprotonierte oder anionische GFP-Chromophore entsteht, wohingegen der 395 nm-peak das 
protonierte oder neutrale Chromophor repräsentiert [100]. 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgezeichneten Emissionsspektren bestätigen die 
für das Wildtyp-GFP aus der Qualle A.victoria beschriebenen Beobachtungen. Steigerung des 
pH-Wertes im Zelllysat von 6,4 auf 8,4 führt zu einer Erhöhung der Fluoreszenzintensitäten 
sowohl des CFP als auch des YFP-Proteins (3.4.3). Aus diesem Grund sollten für weitere 
Versuche als Lysis-Puffer der Brij96-Puffer (pH 8,4) eingesetzt werden, oder bei Verwendung 
von Zellsuspensionen eine Resuspension in PBS (pH 7,4) erfolgen. Diese ist auch der 
Resuspension in DMEM (zur Kultivierung von COS7-Zellen verwendetes Medium) 
vorzuziehen, welches zwar über den gleichen pH-Wert verfügt, jedoch auch eine schwache 
Eigenfluoreszenz aufweist, welche zu Störeffekten auf die gemessenen Emissionsspektren 
führen kann. 
Besonders interessant ist der Einfluss des pH-Werts auf das CYFP-Fusionsprotein. Während 
bei den Einzelproteinen CFP und YFP hauptsächlich die maximale Fluoreszenzintensität der 
der einzelnen peaks von Bedeutung ist, kommt es beim CYFP-Spektrum besonders auf das 
Verhältnis beider peaks zueinander an. Der stärkste Energietransfer (niedriger CFP- 
gegenüber hohem YFP-peak) wurde bei einem pH-Wert von 8,4 beobachtet, was die 
Bedeutung eines geeigneten Puffers für die beschriebenen Versuche unterstreicht. 
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Nachdem die zuvor beschriebenen Ergebnisse eine weitere Charakterisierung der eingesetzten 
fluoreszierenden löslichen Proteine erlauben, sollen im folgenden die rezeptorgebundenen 
GFP-Varianten untersucht werden. Die Fusionsproteine aus gp130 und fluoreszierenden 
Proteinen werden in COS7-Zellen nach transienter Transfektion unter Beibehaltung ihres 
charakteristischen Absorptions- und Emisssionsverhalten exprimiert. Mit dem LSM 
aufgenommene Bilder zeigen das erwartete Verteilungsmuster (3.3). Ähnlich dem Wildtyp-
gp130 fällt eine membranbetonte Fluoreszenz auf. Ebenfalls lassen sich die fluoreszierenden 
Rezeptorproteine in subzellulären Strukturen wie dem ER und dem Golgi-Apparat, genauso 
wie in Transportvesikeln nachweisen. Die vergleichsweise hohe Expression der ET-
Konstrukte an der Membran ist vermutlich auf das Fehlen von Internalisierungsmotiven in 
den Rezeptoren zurückzuführen. Gleichzeitig spricht dieses Verhalten dafür, dass die 
zytoplasmatisch verbliebenen Aminosäuren der Rezeptoren ausreichend für eine effektive 
Sortierung an die Zellmembran sind. 
Im Spektrofluorometer lassen sich für die drei eingesetzten Konstrukte gp130-ETC-CFP, 
gp130-ETC-YFP und gp130-ET-CYFP, bei geeigneter Anregung charakteristische 
Emissionsspektren aufzeichnen. Wie bei den Messungen der löslichen Proteine fällt auch hier 
eine deutlich höhere Fluoreszenzintensität bei Messung von Zellsuspensionen lebender Zellen 
gegenüber der Messung von Lysaten auf. Probleme bereitete die sehr geringe Expression 
zutransfizierter CFP-Konstrukte. Die bereits mikroskopisch aufgefallene Autofluoreszenz von 
COS7-Zellen, zeigt nach Anregung mit 432 nm ein Emissionsspektrum, welches dem CFP-
Spektrum stark ähnelt. Erst eine Korrektur des gemessenen CFP-Spektrum um das 
Autofluoreszenzspektrum führte zu aussagekräftigen Emissionsspektren. 
Für die Untersuchung des Dimerisierungsverhaltens von Membranproteinen, speziell der 
Zytokinrezeptoren, mittels FRET fehlte bislang eine aussagekräftige Positivkontrolle. Die 
Berücksichtung der unterschiedlichen Eigenschaften von zytosolischen und membranären 
Proteinen erklärt die Forderung nach einer rezeptorgebundenen Positivkontrolle. Im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit wurde mit der Konstruktion des gp130-ET-CYFP eine solche 
generiert. Die cDNA des gp130-ET-Konstruktes, bei dem es sich um ein nach box1 deletiertes 
Rezeptorprotein handelt, wurde C-terminal mit dem zuvor beschriebenen CYFP-Konstrukt 
fusioniert. Nach Transfektion konnte die Expression des Proteins sowohl 
fluoreszenzmikroskopisch (3.3) als auch –spektroskopisch (3.5.3) nachgewiesen werden. Die 
Aufnahmen von transfizierten Zellen zeigen eine deutlich membranbetonte Fluoreszenz hoher 
Intensität, welche sich auf das fehlende Internalisierungsmotiv zurückführen lässt. 
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte, neben der Charakterisierung der fluoreszierenden 
Rezeptoren hinsichtlich ihrer biologischen Aktivität, eine weitere Methode etabliert werden 
um Protein-Protein-Wechselwirkungen zu untersuchen. Neben den in der Arbeitsgruppe 
bereits durchgeführten Methoden der Messung des FRET mit Hilfe der laser scanning 
Mikroskopie, konnte eine fluoreszenzspektroskopische Methode eingeführt werden.  
Nach Kotransfektion von COS7-Zellen mit dem Donor-Akzeptor-Paar gp130-ET-CFP/gp130-
ETC-YFP konnten stimulationsunabhängig Emissionsspektren aufgezeichnet werden, deren 
Verlauf für das Auftreten eines Resonanz Energie Transfers spricht (vergleiche 4.1). Dieses 
Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen der Coimmunpräzipitationsstudien zum 
Dimerisierungsverhalten des gp130. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass sich sowohl lösliche als auch rezeptorgebundene 
fluoreszierende Proteine für Untersuchungen von Protein-Protein-Wechselwirkungen mittels 
der Laser-scanning Mikroskopie einsetzen lassen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
wurden die optimalen Anregungswellenlänge für CFP, YFP und CYFP ebenso ermittelt, wie 
die notwendigen Umgebungsparameter. Kenntnisse über den Einfluss von pH-Wert und 
Temperatur auf das Absorptions- und Emissionsverhalten dienen der Erzielung bestmöglicher 
Ergebnisse bei weiteren Fragestellungen die mit Hilfe der LSM untersucht werden sollen. Mit 
der Fluoreszenzspektroskopie können Untersuchungen zum FRET in lebenden und lysierten 
Zellen durchgeführt werden. Hilfreich ist hier die Möglichkeit den Energietransfer als 
Änderung des Verhältnisses YFP zu CFP-peak  sichtbar zu machen. 
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5. Zusammenfassung 
Wegen seiner Funktion als signaltransduzierende Rezeptorkomponente der Zytokine IL-6, 
IL-11, LIF, CNTF, OSM und CT-1 muss dem Liganden-abhängigen Verhalten von gp130 
große Bedeutung beigemessen werden. Der beim IL-6 für die Einleitung der intrazellulären 
Signaltransduktion verantwortliche Komplex besteht aus dem Liganden, dem spezifischen 
IL-6R und mindestens zwei gp130-Molekülen. LIF induziert demgegenüber eine 
Heterodimerisierung von gp130 mit dem LIFR. Ziel der Arbeit war die Charakterisierung 
fluoreszierender Varianten des Zytokinrezeptors gp130 hinsichtlich biologischer Aktivität und 
Dimerisierung mit molekularbiologischen und fluoreszenzspektroskopischen Methoden. 
· Die fluoreszierenden gp130-Varianten wurden auf ihre biologische Aktivität hin 
untersucht. Die Signaltransduktionsfähigkeit des full length Konstruktes gp130-ETC-
YFP konnte nachgewiesen werden, ebenso kann sie für gp130-ET-YFP-Konstrukte 
ausgeschlossen werden. 
· Es gelang der Nachweis der stimulationsunabhängigen Homodimerisierung des gp130 
mittels molekularbiologischer und fluoreszenzspektroskopischer Methoden 
· Eine Meßmethode zum Nachweis des FRET mit Hilfe der Spektrofluoroskopie in 
lebenden Zellen, sowie in Zelllysaten, wurde etabliert. Die Untersuchungen wurden 
sowohl für die löslichen als auch für die rezeptorgebundenen fluoreszierenden Proteine 
durchgeführt. 
· Durch die Untersuchung von löslichen, fluoreszierenden Proteinen mittels der 
Fluoreszenzspektroskopie konnte eine weitere Charakterisierung der Proteine, 
insbesondere hinsichtlich ihrer Reaktion auf Veränderung von Umgebungsparametern 
wie z.B. Anregungswellenlänge, Temperatur oder pH-Wert erfolgen. 
· Der Einsatz des Fusionsproteins aus CFP und YFP, CYFP als zytosolische FRET-
Positivkontrolle konnte geprüft werden. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde die 
rezeptorgebundene Positivkontrolle gp130-ET-CYFP konstruiert, in COS7-Zellen 
exprimiert und hinsichtlich ihres Verhalten in der Laser-scanning Mikroskopie und der 
Fluoreszenzspektroskopie untersucht. 
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6. Ausblick 
Die Ergebnisse dieser Arbeit führen zu einer Reihe interessanter Fragestellungen für weitere 
Untersuchungen. 
Im Kapitel 3.4.3 wurde der Einfluss des pH-Werts auf die eingesetzten fluoreszierenden 
Proteine CFP, YFP und CYFP untersucht. Die höchste Fluoreszenzintensität wurde bei 
einem pH-Wert von 8,4 gemessen, so dass für alle Versuche Puffer diesen pH-Werts gewählt 
wurden. Neben dem pH-Wert könnte auch der Salzgehalt Einfluss auf die 
Fluoreszenzintensität der Proteine haben, so dass hierzu weitere Versuche durchgeführt 
werden müssen. 
Das gp130-ET-CYFP-Konstrukt kann als Positivkontrolle in einer Reihe von weiteren 
Untersuchungen des gp130-Homodimers dienen. Diese Untersuchungen können Aufschluss 
darüber geben, ob sich eventuell vorhandene präassoziierte Rezeptorkomplexe erst auf der 
Zellmembran ausbilden, oder ob schon während der Biosynthese, Reifung und 
Qualitätskontrolle der Rezeptorketten im Endoplasmatischen Retikulum und Golgi-
Apparat Interaktionen zwischen diesen Proteinen existieren. Basierend auf den LSM-
Aufnahmen von unterschiedlichen fluoreszierenden gp130-Fusionsproteinen in den 
vesikulären Strukturen der Zelle sind derartige Interaktionen der Rezeptorketten schon vor 
dem Erreichen der Zellmembran denkbar. 
Mit dem Fusionsprotein gp130-ET-CYFP liegt eine rezeptorgebundene Positivkontrolle für 
weitere Untersuchungen des FRET-Effekts vor. Hiermit können die Ergebnisse zum 
Dimerisierungsverhalten des LIFR [60, 95], welche mit Co-Präzipitationsanalysen gewonnen 
wurden, mit fluoreszenzmikroskopischen Methoden weiter untersucht werden. Das 
Dimerisierungsverhalten der Rezeptorketten ist durch die biochemische Methode der Co-
Präzipitation erst nach Ligandenbindung nachweisbar, die Analyse mit dem laser scanning 
Mikroskop ermöglicht die Untersuchung derartiger Interaktionen in Abwesenheit eines 
Liganden. Neben dem gp130-Homodimer als Rezeptor für IL-6 und dem Heterodimer aus 
gp130 und LIFR für das Zytokin LIF, umfasst die Gruppe der signaltransduzierenden 
Komplexe der IL-6 Typ Zytokine die in Kapitel 1.3 beschriebenen Rezeptor-Heterodimere 
für CT-1, CNTF, OSM und CLC/CLF. Mit Hilfe der Laser scanning Mikroskopie, dem 
Einsatz von Co-Präzipitationsanalysen und den im Rahmen dieser Arbeit erarbeiteten 
Methoden der Fluoreszenzspektroskopie sollen diese Interaktionen in Zukunft näher 
untersucht werden um die komplexe Signaltransduktion der IL-6 Typ Zytokine besser zu 
verstehen. 
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Bezüglich weiterer Untersuchungen zur Ak tivierung des IL-6 Rezeptors wären konstitutiv 
aktive und nicht signaltransduzierende Mutanten des gp130 interessant. Aus früheren 
Versuchen [31] ist bekannt, dass hierbei der 5. extrazellulären Domäne des gp130 eine 
entscheidende Rolle zufällt. Bei Deletion dieser Region entsteht eine Mutante (gp130-D5) für 
die nach Stimulation mit agonistischen Antikörper keine STAT-Aktivierung oder 
Zellproliferation mehr nachweisbar ist. Der Ersatz dieser Domäne durch die 
korrespondierende des G-CSFR (gp130-D5) führt zu einer konstitutiv aktiven Mutante, 
welche eine ligandenunabhängige Daueraktivierung des STAT 1/1 Signals zeigt.  
Die fluoreszierenden Varianten dieser Mutanten wären wertvolle Positiv- beziehungsweise 
Negativkontrollen für die Arbeit am laser scanning Mikroskop. Im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit wurden bereits die membrandistal nach box 1 verkürzten gp130-ET-Konstrukte  
gp130-ET-D5-CFP/YFP und gp130-ET-D5-CFP/YFP generiert, so dass sie für weitere 
Versuche einsatzbereit sind. Wie in Kapitel 4.2 diskutiert sind sie jedoch nicht zur Jak-
Assoziation und damit zur Signaltransduktion fähig, weshalb die Klonierung der 
korrespondierenden full length Konstrukte weiter verfolgt werden muss. 
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